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Relazione Introduttiva

I

La linea di ricerca del laboratorio di Microbiologia e Virologia Molecolare,
diretto dalla Prof.ssa Gariglio ed in cui la candidata ha svolto l’attività pratica
durante il corso di Dottorato, riguarda i meccanismi molecolari attraverso i
quali gli Interferoni (IFN) svolgono la loro azione, controllando la
proliferazione cellulare e regolando l'interazione virus-ospite durante il
processo infettivo. In dettaglio, il lavoro svolto ha riguardato lo studio e la
caratterizzazione dei geni interferon-inducibili appartenenti alla famiglia
murina Ifi200 ed alla controparte umana HIN200. Una visione d’insieme sul
sistema interferon e sulle proprietà peculiari delle famiglie Ifi200/HIN200 sono
riportate nel lavoro allegato al termine dell’ introduzione.

 Particolare attenzione è stata volta inizialmente alla caratterizzazione della
proteina murina p204, codificata dal gene Ifi204, alla sua attività nel controllo
della crescita cellulare ed alla sua implicazione nella replicazione del
citomegalovirus murino. I dati raccolti hanno evidenziato che l’attività
antiproliferativa di p204 dipende dall’interazione con un regolatore chiave del
ciclo cellulare, il prodotto del gene del Retinoblastoma o pRb, e che la
mancanza dei siti di legame specifici per Rb fa assumere alla p204 la capacità
di trasformare fibroblasti embrionali in vitro. Si è inoltre dimostrata
l’attivazione trascrizionale del gene Ifi204 da parte del virus citomegalico
murino, nonché la sua importanza per la replicazione di questo agente infettivo.

Una breve relazione sui lavori già pubblicati (con allegati i lavori stessi)
così come i più recenti sviluppi della ricerca su questa parte del progetto è
riportata nella parte A di questa tesi.
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Più recentemente, la candidata si è occupata della caratterizzazione del gene
IFI16, controparte umana del murino Ifi204 e della correlazione esistente con le
infezioni da Papillomavirus umano (HPV) nei tumori dei distretti testa-collo e
cutaneo. Un recente lavoro pubblicato dal gruppo cui la candidata afferisce ha
dimostrato la presenza di IFI16 non solo nelle cellule del sistema
monocitario/macrofagico, ma anche nelle cellule endoteliali e negli epiteli
squamosi pluristratificati, distretto quest’ultimo normalmente infettato dagli
HPV. Inoltre, anche IFI16 come la controparte murina è in grado di legare pRb
e di interagire con p53, bersagli principali rispettivamente delle oncoproteine
E6 ed E7 degli HPV ad alto rischio. Una linea di ricerca è stata dunque
indirizzata alla comprensione delle interazioni esistenti tra IFI16 e questa
famiglia di virus, con particolare riguardo al distretto cutaneo.

Nella parte B è presentato inoltre un lavoro in corso di stampa in cui è stato
caratterizzato un paziente affetto da una variante di Epidermodisplasia
Verruciforme (EV), rara sindrome con interessamento cutaneo in cui è ormai
dimostrata l’implicazione di particolari genotipi di HPV.

Infine, la parte C e' invece dedicata ai dati raccolti nel corso di una linea di
ricerca volta al chiarimento della funzione della proteina IFI16 nel corso del
processo angiogenetico. Noto dalla letteratura il ruolo giocato dagli interferoni
nella regolazione dell’angiogenesi, dimostrata la presenza di IFI16 nelle cellule
endoteliali e soprattutto dimostrata l’attività antiproliferativa dei geni
appartenenti alla famiglia Ifi200/HIN200, abbiamo valutato l’impatto di una
sovraespressione di IFI16 in questo modello cellulare. Il lavoro presentato
dimostra che cellule endoteliali primarie (HUVEC - Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) perdono la capacità di proliferare e di formare tubuli in vitro
in seguito alla sovra-espressione di IFI16.  Al contrario, le caratteristiche
tipiche del processo angiogenetico (chemiotassi e chemoinvasione) vengono
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mantenute in HUVEC che esprimono in contemporanea le oncoproteine E6 ed
E7 di HPV16, dimostrando l’importanza di pRb e di p53 per la corretta
funzione di IFI16.
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Il sistema Interferon e la famiglia di geni Ifi200/HIN-200.

Gli Interferoni (IFN) rappresentano una famiglia di proteine segnale che svolgono
un ruolo fondamentale nella regolazione della difesa dell’organismo ospite, nei
confronti non solo delle infezioni virali ma anche della proliferazione incontrollata
tipica delle cellule tumorali. La capacità degli IFN di indurre nelle cellule uno stato di
resistenza alle infezioni virali è probabilmente la caratteristica più conosciuta,
essendo stata la proprietà fondamentale che ne ha permesso la scoperta. Gli IFN
infatti sono essenziali per la sopravvivenza dei vertebrati superiori in quanto
forniscono una prima linea di difesa contro le infezioni virali, difesa che compare ore
o giorni prima delle risposte immunitarie. Oltre alle ben note proprietà antivirali,
tuttavia, essi partecipano attivamente alla regolazione della proliferazione e del
differenziamento cellulare e sono in grado di modulare l’attività funzionale di
popolazioni di cellule effettrici del sistema immunitario quali i linfociti T citotossici,
le cellule natural killer (NK) ed i macrofagi (De Mayer, 1988). Le caratteristiche
principali di ciò che è definito come “sistema degli Interferoni” sono riportate nella
review intitolata “The Interferon system: an overview”,  pubblicata nel
supplemento alla rivista European Journal of Paediatric Neurology che raccoglie gli
interventi al Meeting Internazionale sulla Sindrome di Aicardi-Goutières (Pavia,
ITALIA, Maggio 2001).

Classificati come Interferone di tipo I (IFNα e IFNβ) o di tipo II (IFNγ), le tre
specie di IFN sono contraddistinte dalla capacità di suscitare risposte parzialmente
differenti. Così gli IFNα/β, prodotti dai leucociti e dai fibroblasti, sono
essenzialmente coinvolti nel contrastare ed eradicare le infezioni virali, mentre
l’IFNγ, prodotto dai linfociti T e B, dalle cellule NK e dai macrofagi ha come ruolo
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chiave la regolazione delle risposte immuni cellulari. Nonostante queste differenze
funzionali, il sistema mediante il quale le cellule rispondono a tutti e tre i tipi di IFN è
fondamentalmente unico e può essere riassunto in tre fasi:

1) legame dell’IFN a recettori specifici espressi sulla membrana
citoplasmatica delle cellule bersaglio;

2) attivazione delle vie intracellulari di trasduzione del segnale;
3) attivazione della trascrizione di set specifici di geni interferon-inducibili e

conseguente produzione delle proteine effettrici.

 

Gli elementi principali di questo sistema sono tre: un recettore specifico di tipo I
(per l’IFNα/β) o di tipo II (per l’IFNγ), almeno tre proteine della famiglia delle

Figura 1. Schema di attivazione
della via Jak-Stat degli Interferoni.
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“Janus kinases” (JAK) e almeno due proteine della famiglia delle “Signal
Transducers and Activators of Transcription” (STAT, Trasduttori del segnale e
attivatori della trascrizione). La funzione principale delle JAK è quella di attivare,
mediante fosforilazione di particolari residui di tirosina, sia il recettore che le proteine
STAT, mentre queste ultime propagano il segnale fino al nucleo. L’intera cascata di
attivazione è estremamente rapida: sono infatti sufficienti da 1 a 15 minuti affinché
tutti i componenti vengano fosforilati in seguito alla stimolazione del recettore. Quali
siano le modalità che regolano la migrazione delle proteine STAT attivate non è
ancora del tutto noto. Una volta nel nucleo, tuttavia, esse agiscono come fattori di
trascrizione e, legandosi a particolari sequenze di DNA, regolano l’espressione
trascrizionale dei molteplici geni interferon-inducibili. Nel caso dell’IFNγ, il
complesso GAF (Gamma Activated Factor), omodimero di due proteine STAT1
(p91), è in grado di riconoscere e legare direttamente la sequenza GAS (Gamma
Activated Sequence) presente a monte dei geni regolati dall’IFNγ. L’attivazione del
recettore dell’IFNα/β porta invece alla formazione del complesso ISGF3 (Interferon
Stimulated Gene Factor 3) composto da una STAT1, una STAT2 (p113) e una terza
proteina denominata ISGF3γ/p48,  la quale aumenta l’affinità di legame
dell’eterodimero alla sequenza ISRE (Interferon Stimulated Regulatory Element)
presente sul promotore dei geni inducibili da IFNα/β (Ihle e al., 1994 e 1995).

ISGF3γ/p48, definita oggi IRF9, appartiene ad una famiglia di almeno nove
proteine definite IRFs (Interferon regulatory factors) che negli ultimi anni ha assunto
una notevole importanza nella comprensione dei meccanismi di regolazione degli
IFN (Taniguchi e al., 2001). In particolare, la generazione di topi knockout ne ha
chiarito il ruolo nella risposta immune e nell’oncogenesi (Sato e al., 2001).
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Una volta trasmesso dal recettore al nucleo, il segnale dato dalla presenza
dell’IFN nell’ambiente extracellulare viene convertito nell’espressione di numerose
proteine effettrici le quali mediano le due principali funzioni degli IFN: l’attività
antivirale e l’attività antiproliferativa.

Praticamente tutte le tappe necessarie alla replicazione virale possono venire
inibite dagli IFN, compresa l’entrata nella cellula, la trascrizione dei geni virali, la
stabilità dell’RNA messaggero (mRNA) così prodotto, l’inizio della traduzione
dell’mRNA in proteina, la maturazione dei virioni, il loro assemblaggio e il rilascio di
particelle virali mature.

Come già detto in precedenza, gli IFN agiscono anche come potenti inibitori della
crescita cellulare e, in parallelo, come regolatori della morte cellulare programmata o
apoptosi. Mentre almeno alcuni geni coinvolti nei meccanismi di controllo
dell’apoptosi da parte degli IFN sono già stati identificati, nessun gene interferon-
inducibile è stato fino ad oggi direttamente collegato all’attività antiproliferativa.

La famiglia di geni Ifi200/HIN-200

La famiglia di proteine Ifi200 o HIN-200 (dall’inglese Hematopoietic IFN-
inducible nuclear proteins with a 200 aminoacids repeat) comprende alcune proteine
umane e murine altamente omologhe, aventi sequenze primarie e caratteristiche
biologiche molto simili. I membri umani sino ad oggi scoperti comprendono le
proteine IFI16 (Trapani e al., 1992), MNDA (Myeloid cell Nuclear Differentiation
Antigen) (Burrus e al., 1992) e AIM2, (Absent In Melanoma 2) (DeYoung e al.,
1997), mentre i membri murini sono almeno quattro, p202, p203, p204 e D3
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(Choubey e al., 1989; Gribaudo e al., 1997; Tannenbaum e al., 1993). Sia i geni
umani che murini sono localizzati sul cromosoma 1, in posizione q21-22,  e la loro
trascrizione è positivamente regolata da entrambi i tipi di IFN. Dal punto di vista
strutturale le proteine appartenenti ad entrambe le famiglie presentano vari motivi
comuni. In particolare, tutti i membri sia umani che murini condividono almeno uno
dei due segmenti altamente conservati di circa 200 aminoacidi, denominati dominio a
e dominio b. La percentuale di omologia tra i domini delle differenti proteine è
variabile, ma nel complesso il livello di conservazione è piuttosto elevato. Oltre a
questi segmenti, le sette proteine presentano anche altre regioni, diverse o mancanti
nei vari elementi, le quali con buona probabilità sono alla base delle differenze
nell’espressione tissutale, nell’inducibilità da parte degli IFN e ovviamente nella
funzione dei vari polipeptidi.

Le proprietà del gene murino Ifi204 e della sua controparte umana IFI16 saranno
discusse in dettaglio nella parte A. Qui di seguito sono invece presentate le
caratteristiche principali degli altri componenti della famiglia.

Il gene sino ad oggi più studiato tra gli HIN-200 murini è Ifi202, codificante una
proteina fosforilata di 52 kDa la cui concentrazione intracellulare aumenta di 15-20
volte in seguito alla stimolazione della cellula con IFNα/β o IFNγ. In cellule non
stimolate la proteina p202 è localizzata nel citoplasma, ma la prolungata esposizione
della cellula agli IFN ne causa la pressoché completa migrazione nel nucleo, il sito
principale d’azione, mentre il citoplasma rappresenta solamente la regione di
accumulo della sua forma latente (Choubey e al., 1993). Gli studi pubblicati durante
gli ultimi anni hanno permesso di ipotizzare un coinvolgimento di questa proteina sia
nella modulazione dell’attività trascrizionale della cellula sia nel controllo della
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proliferazione cellulare. È stata infatti dimostrata l’interazione fisica sia in vitro che
in vivo tra la p202 e il prodotto del gene del retinoblastoma pRb, il quale controlla il
passaggio della cellula dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare. La proteina p202
sarebbe inoltre in grado di legare anche alcuni esponenti della famiglia di E2F (E2F-
1/DP1 e E2F-4/DP1), i fattori nucleari posti sotto il diretto controllo di pRb. In tutti
questi casi, la principale conseguenza dell’interazione è l’inibizione della normale
attività di questi fattori, culminante nel blocco della trascrizione di svariate proteine
necessarie per la replicazione del DNA. Lavori pubblicati recentemente hanno
ulteriormente ampliato il gruppo di partners della p202, includendovi la p202 stessa,
che sarebbe quindi in grado di formare omodimeri, nonché una serie di proteine
(sm53BP1, NF-kB, AP-1, MyoD, Miogenina) coinvolte in svariate funzioni cellulari,
come la risposta immediata agli stimoli di differente natura o il controllo della
differenziazione cellulare. In tutti questi casi l’interazione con la p202 ha come
risultato finale l’inibizione del legame di questi fattori di trascrizione al loro sito
specifico sul DNA (Johnstone e al., 1999).

Il trattamento di linee cellulari murine o umane con gli Interferoni provoca un
generale rallentamento della progressione nel ciclo cellulare, con una riduzione della
velocità di transizione delle cellule dalla fase G1 alla fase S. Il fatto che la p202 fosse
indotta dal trattamento con IFN e fosse in grado di interagire fisicamente con svariate
proteine direttamente coinvolte nel controllo del ciclo cellulare, ha fatto nascere il
sospetto che essa potesse essere dotata di attività antiproliferativa. A questo riguardo,
numerosi sono i lavori che ascrivono alla p202 un ruolo di questo tipo (Lembo e al.,
1995; Yan e al., 1999; Gutterman e al., 1999), ma i modelli cellulari utilizzati non
hanno mai permesso di ottenere risultati convincenti e definitivi.
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Inoltre, il tentativo di creare dei topi che non esprimessero la proteina p202 si è
rivelato fallimentare a causa della presenza di una proteina che differisce dalla
selvatica per soli 7 aminoacidi su 445 e di uno pseudogene, definiti rispettivamente
p202b e p202c (Wang e al., 1999).

Mentre le informazioni relative alla proteina D3 sono in larga misura incomplete e
riguardano soprattutto l’induzione selettiva del suo gene nei macrofagi peritoneali
murini in seguito a stimolazione con IFN o altri induttori (come l’LPS), un numero
maggiore di dati è stato accumulato sulla proteina di 408 aminoacidi definita p203, il
cui cDNA è stato clonato nel nostro laboratorio (Gribaudo e al., 1997). Sia l’RNA
messaggero che la proteina derivanti dal gene Ifi203 sono risultati inducibili dal
trattamento con IFNα in differenti linee cellulari indipendentemente dalla loro origine
istologica. L’analisi in vivo ha invece dimostrato che entrambi sono costitutivamente
espressi nel timo, milza e midollo osseo del topo e la loro espressione non viene
incrementata dall’inoculazione intraperitoneale dell’RNA sintetico a doppia elica poli
rI:rC, che aumenta i livelli di IFN nel siero. In secondo luogo, il paragone tra il
pattern di espressione dell’mRNA codificante per la proteina p202 e quello
codificante per la p203 ha evidenziato che l’espressione del gene 203 dipende dal
ceppo murino considerato e la presenza dell’mRNA codificante per le due proteine è
mutualmente esclusiva (Gribaudo e al., 1999).  Mentre infatti l’mRNA del gene 203 è
espresso in modo costitutivo nella milza dei topi C57BL/6 e BALB/c ed è assente nei
topi DBA/2, l’mRNA del gene 202 è fortemente indotto dal trattamento con poli rI:rC
nei topi DBA/2 e BALB/c, mentre è assente nei C57BL/6.

La proteina MNDA è stata scoperta mediante esperimenti di immunoistochimica
volti a individuare antigeni nucleari espressi specificamente in linee di cellule
mieloidi (Hudson e al., 1988). Nella sua regione 5’ non tradotta sono stati individuati
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due elementi di risposta alla stimolazione con gli IFN o ISRE  (Kao e al., 1996).
MNDA codifica per una proteina di 403 aminoacidi, omologa al 40% con la p203,
costitutivamente espressa in cellule della linea mieloide negli stati tardivi del
differenziamento, nelle cellule del midollo osseo, nei granulociti e nei monociti
periferici e fortemente inducibile in seguito a trattamento con IFN-α. Non viene
invece espressa nelle cellule mieloidi meno differenziate ed in quelle della linea
linfoide (Cousar e al., 1990).

La proteina presenta nella propria sequenza primaria siti di potenziale legame al
DNA, caratteristica tipica delle proteine coinvolte nella regolazione genica come
fattore trascrizionale (Burrus e al., 1992), mentre ne è stato dimostrato il legame con
nucleolina e con B23, proteine coinvolte nella regolazione trascrizionale tramite
l’interazione con il fattore YY1 (Xie e al., 1998). Questi dati, sommati alla sua
localizzazione nucleare ed alla capacità di formare omodimeri (Trapani e al., 1992),
ne suggeriscono un qualche coinvolgimento nel processo differenziativo ma, fino ad
ora, questa ipotesi non è stata suffragata da alcuna dimostrazione sperimentale.

Il cDNA del gene AIM2 (Absent In Melanoma 2) è stato isolato da un gruppo di
cDNA espressi esclusivamente in linee cellulari di melanoma, in cui il fenotipo
tumorigenico era stato soppresso tramite trasfezione di una copia del cromosoma 6
(Trent e al., 1990). Esso codifica per una proteina di 344 aa, che presenta il
caratteristico dominio di 200 aa di tipo a (DeYoung e al., 1997). L’ mRNA
corrispondente è costitutivamente espresso nella milza, nell’intestino e  in leucociti di
sangue periferico, ed indotto da IFNγ nelle HL-60.  A differenza degli altri membri
della famiglia, la sua localizzazione è esclusivamente citoplasmatica.

La sovraespressione di AIM2 in cellule trasfettate ritarda la proliferazione e, in
condizioni di concentrazione di siero ridotte, aumenta la suscettibilità alla morte
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cellulare (Choubey et al., 2000). Inoltre essa eterodimerizza con p202 in vitro
(Choubey et al., 2000). Come per MNDA, anche per AIM-2 al momento non è
ascrivibile alcuna funzione specifica.
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Il gene murino IFI204 e l’omologo umano IFI16

Una descrizione dettagliata sulle proprietà biologiche e l’organizzazione
genomica delle famiglie di geni Interferon-inducibili murina e umana, argomento di
questa tesi, sono state pubblicate sulla rivista italiana l’ Igiene Moderna con il titolo
“Proprietà biologiche ed organizzazione genomica della famiglia di geni
interferon-inducibile murina IFI200 e della controparte umana HIN200”.

 Contrariamente agli altri membri della famiglia Ifi200/HIN200, molte
informazioni sono attualmente disponibili sulla proteina p204, la più complessa e
completa tra le proteine murine appartenenti a questo gruppo, su cui abbiamo
focalizzato la nostra attenzione in questi ultimi anni. Oltre infatti a possedere una
copia del dominio a ed una del dominio b, la p204 è caratterizzata da un lungo
segmento amino-terminale contenente una sequenza peculiare costituita da sette
aminoacidi ripetuti sette volte, assente nella p202 e nella p203 ma presente in sole
quattro ripetizioni nella D3. Anche la p204 è una fosfoproteina ma la sua
concentrazione intracellulare viene aumentata dall’azione dell’IFN in modo
decisamente più marcato rispetto alla p202, con un incremento di circa 50 volte dopo
24 ore di esposizione e di 75 volte dopo 48 ore (Choubey e al., 1992). I dati inerenti
la sua localizzazione intracellulare sono ancora contrastanti, ma sembrano concordare
nel situare la p204 sia nel nucleo che nel citoplasma di cellule non trattate e
prevalentemente nel compartimento nucleolare di cellule stimolate con IFN. Molto
interessanti sono invece i dati raccolti nel nostro laboratorio riguardanti la
distribuzione della p204 in vivo nei tessuti di topi trattati o meno con IFN (Gariglio e
al., 1998). Mentre la p202 è espressa in modo costitutivo ad alti livelli nel midollo
osseo, linfonodi e milza e a livelli intermedi nel cuore, polmoni, fegato e reni, la p204
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è pressoché assente in questi ultimi organi e risulta presente soltanto nei tessuti
mieloidi e linfoidi. In cellule della linea mielomonocitaria (monociti, megacariociti e
macrofagi) la p204 è espressa costitutivamente a bassi livelli, ma la sua
concentrazione può venire aumentata in modo significativo in seguito a trattamento
con IFNα o IFNγ. Questa particolare distribuzione tissutale così come la selettiva
inducibilità di questa proteina, hanno indotto a ipotizzare che la p204 possa essere
coinvolta in modo specifico nella maturazione e nel differenziamento di questa
particolare linea cellulare. Come la p202, anche la p204 è coinvolta nella regolazione
della crescita cellulare. La sua attività di potente inibitore della proliferazione è
risultata infatti evidente nel fallimento del tentativo di produrre linee cellulari
esprimenti questa proteina in modo stabile: alti livelli di p204 non possono venire
tollerati dalla cellula. Anche la produzione di topi transgenici esprimenti in modo
costitutivo il gene Ifi 204 in tutti i tessuti, ha permesso di trarre le medesime
conclusioni, in quanto nessun animale vivo contenente una copia intatta del transgene
è stato ottenuto. L’analisi di linee cellulari esprimenti questa proteina in modo
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inducibile ha invece permesso di evidenziare il punto esatto del ciclo cellulare in cui
la p204 esplica la sua attività inibitoria: la transizione dalla fase G1 alla fase S del
ciclo cellulare (Lembo e al., 1997).

L’intero processo replicativo di una cellula normale (composto dalle fasi G0, G1,
S, G2, ed M) è altamente controllato mediante due tipi di meccanismi diversi: i
cosiddetti punti di verifica (checkpoints) e il punto di restrizione (punto R). Durante i
checkpoints la cellula si accerta che il suo stato metabolico sia in ordine, che il suo
genoma sia intatto e che le tappe precedenti del ciclo siano state eseguite
perfettamente: se l’esito è positivo, essa procede verso lo stadio successivo.

Mentre i punti di verifica sono molteplici, il punto di restrizione è unico e ha
luogo durante la fase G1, che ne risulta divisa in fase G1 precoce e fase G1 tardiva. Il
punto R è di fondamentale importanza poiché in questo momento la cellula verifica
se i segnali ricevuti dall’ambiente esterno durante un periodo di tempo piuttosto
lungo (i primi 2/3 della fase G1) sono nel complesso favorevoli alla crescita: se la
risposta finale è positiva si avrà il passaggio attraverso il punto R e il proseguimento

P

Figura 5. Regolazione Rb-dipendente della
transizione G1-S
(da Sherr, 2000, Cancer Res, 3689-3695).
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lungo il ciclo duplicativo. Se la risposta è invece negativa, si avrà l’uscita dal ciclo e
l’entrata in quiescenza seguita o meno dall’inizio del programma di differenziazione.

Un ruolo chiave nella regolazione del punto di restrizione è svolto dal prodotto del
gene del retinoblastoma, pRb, che è in grado di impedire il passaggio della cellula
attraverso il punto R sino a quando segnali appropriati non ne causano l’inattivazione
permettendo quindi alla cellula di procedere nel ciclo. Il meccanismo molecolare che
sta alla base della regolazione Rb-dipendente, come schematizzato nella figura 5, è il
seguente: nel suo stato ipofosforilato pRb lega direttamente alcuni membri della
famiglia dei fattori di trascrizione E2F (E2F1, E2F2 e E2F3) impedendo loro di
attivare la trascrizione di numerosi geni i cui prodotti mediano la progressione del
ciclo cellulare (ad es., gli enzimi coinvolti nella replicazione del DNA, come la DNA
polimerasi α o la diidrofolatoreduttasi, DHFR). Quando viene fosforilata, pRb non è
più in grado di trattenere E2F la cui attività quindi non è più inibita. Dato il ruolo
chiave svolto da pRb nel controllo del punto di restrizione, è evidente che qualunque
fattore in grado di influenzarne l’attività sarà anche in grado di influire sull’intero
processo replicativo della cellula, sebbene in modo indiretto. Così, la perdita della
funzione di pRb mediante ad esempio delezione o mutazione di entrambi gli alleli del
gene predispone all’insorgenza di tumori, mentre l’interazione con proteine
modulatrici può potenziarne così come inibirne l’attività (Lundberg e al., 1999).

Come già detto in precedenza, quest’ultima è probabilmente una delle modalità
attraverso cui la proteina p202 blocca la proliferazione cellulare. Poichè i) la proteina
p204 inibisce la crescita cellulare rallentando il passaggio G1-S posto sotto il
controllo di pRb (Hertel et al., 2000); ii) entrambi i domini di 200 aminoacidi
(dominio a e b) sono necessari affinchè la p204 possa arrestare la cellula al confine
G1/S e inibire l’attività trascrizionale di E2F (Gribaudo e al., 1999); iii) entrambi i
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domini contengono la sequenza aminoacidica LxCxE nota per essere un potenziale
sito di legame per i membri della famiglia di pRb, era ragionevole quindi supporre
che la p204 potesse esercitare la sua attività antiproliferativa attraverso il sistema di
pRb. Per verificare questa ipotesi sono state prodotte tre forme mutanti della p204,
mancanti di uno o entrambi i motivi LxCxE e in grado di agire come transdominanti
negativi, e sono state utilizzate due linee di fibroblasti embrionali murini (MEF)
provenienti da topi Rb-/- (in cui il gene codificante per pRb è stato geneticamente
distrutto) o dalla loro controparte normale Rb+/+. Questo approccio ci ha permesso di
stabilire che solamente se entrambi i domini della p204 leganti Rb sono presenti e
solamente se il sistema di Rb è integro, la p204 può arrestare la cellula in modo
efficiente al confine G1/S. Questa funzione risulta invece alterata se uno o entrambi i
motivi LxCxE sono mutati o deleti oppure se pRb è assente (come nei MEF-    Rb-/-)
o alterata (come nelle due linee cellulari umane testate, C33A e Saos-2). Inoltre
(Hertel, et al., 2000) è stata dimostrata mediante coimmmunoprecipitazione e saggi di
GST pull-down l’interazione diretta in vivo tra la p204 e tutti e i tre membri della
famiglia delle cosiddette “pocket proteins”: la p105/pRb, la p107 e la p130.

Successivamente, siamo andati a valutare la possibilità che la proteina p204
mutata in entrambi i siti di legame per pRb potesse acquisire capacità trasformante.
Trasfettando in modo stabile un mutante con una delezione al terminale carbossilico e
con una mutazione puntiforme nel primo motivo LxCxE in fibroblasti murini,
abbiamo osservato l’insorgenza di tre caratteristiche tipiche dell’evento trasformante,
vale a dire la crescita di numerose colonie su soft-agar, la capacità di crescere in
diminuite concentrazioni di siero e di formare tumori in topi nudi. Inoltre, come
riportato nel lavoro “The interferon-inducible gene, Ifi204, acquires malignant
transformation capability upon mutation at the Rb-binding sites”, FEBS Letters
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515, 2002, l’attività telomerasica di queste cellule risultava notevolmente aumentata
in confronto a cellule trasfettate con il vettore di controllo, dimostrando che la p204
incapace di legare pRb manifesta proprietà di tipo oncogenico.

L’attuale linea di ricerca è ora volta a stabilire in che modo avvenga il blocco
della cellula in fase G1, se mediante l’inibizione della liberazione di E2F o tramite
impedimento della fosforilazione di pRb.

Infine, tramite l’utilizzo del sistema del doppio ibrido, utilizzando come esca il
domino b di p204 e come bersaglio una libreria di cDNA derivanti da fibroblasti
embrionali di topo, siamo andati a ricercare altri partner di interazione con la nostra
proteina. Questo lavoro ha portato alla identificazione di un componente della
membrana nucleare, la proteina Tpr, quale interattore specifico di p204. Tramite studi
biochimici  e di analisi in microscopia  confocale, Tpr (dall’inglese Translocated
Promoter Region) è stata recentemente identificata come una proteina di tipo
filamentoso che attraversa tutto lo spessore della membrana nucleare e responsabile
dello shuttling di varie proteine dal compartimento citoplasmatico a quello nucleare
(Strambio-de-Castilla e al., 1999). In particolare essa sembrerebbe indirizzare le
proteine importate verso la matrice nucleolare (Paddy, 1998). Considerata la
localizzazione di p204 in seguito ad induzione con Interferone, ne consegue che
l’interazione con Tpr sarebbe importante per la localizzazione di p204 nei sub-
compartimenti nucleari (De Andrea, et al., 2002).

Poiché dati provenienti dall’analisi mediante Western blotting di estratti cellulari
da linee umane (HeLa, HL-60, Saos-2), mediante l’utilizzo di anticorpo policlonale
anti-p204, hanno fatto sospettare l’esistenza di un omologo umano della proteina, si è
avviato un nuovo progetto di ricerca finalizzato al clonaggio di questo ipotetico
cDNA mediante screening di una libreria a cDNA in vettore fagico generata a partire
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da mRNA estratto da cellule HeLa. Il risultato di questo lavoro ha portato alla
definitiva identificazione del gene IFI16 quale controparte umana di Ifi204.

Identificato originariamente nel corso di una ricerca volta ad identificare proteine
antigeniche specifiche delle linee linfoidi umane (Dawson e al., 1995), il gene di
IFI16 consiste di  10 esoni e 9 introni. Il prodotto genico contiene due segmenti
aminoacidici parzialmente conservati, uno di tipo a e uno di tipo b e, a differenza di
p202 e p204, in cui i domini sono contigui, in IFI16 essi sono separati da una
sequenza di 116 aa (Trapani e al., 1992). L’esone 1 non è tradotto ma comprende
sequenze che conferiscono inducibilità da parte degli IFN-α e -γ (Trapani e al.,
1994).

In esperimenti di western blotting condotti su cellule mieloidi con anticorpi anti-
IFI16 si individuano tre specie proteiche con peso molecolare compreso tra 80 e 95
kDa, che corrispondono a tre isoforme (IFI16a, IFI16b e IFI16c), le quali differiscono
nella regione spaziatrice tra i domini a e b. Esse derivano dallo splicing alternativo
dell’mRNA che può contenere rispettivamente una, due o tre copie di un dominio
altamente conservato di 56 aa  (S/T/P costituito dalla ripetizione degli aminoacidi
Serina/Treonina/Prolina) (Johnstone e al., 1998a), ma sembra che solo l’isoforma “b”
sia quella realmente funzionante.

La proteina IFI16, analogamente alle altre proteine MNDA, p204, p203 e pD3,
presenta all’estremità N-terminale una sequenza di consenso nucleare CcN. Tale
sequenza può essere fosforilata in serina, consentendo di regolare la traslocazione
nucleare della proteina (Briggs e al., 2001). Inoltre IFI16 contiene un dominio,
sempre all’estremità N-terminale, in grado di legare il DNA, la cui presenza indica
una possibile attività di fattore trascrizionale. Esso è stato sperimentalmente fuso con
un dominio legante il DNA GAL4 ed è stata così dimostrata la funzione di repressore
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trascrizionale (Johnstone e al., 1998b). Come p204, anche IFI16 contiene due siti
canonici per il legame con pRb ed inoltre è stata dimostrata sperimentalmente la sua
capacità di legare p53 (Johnstone e al., 2000).

Come per gli altri due membri umani della famiglia MNDA e AIM2, anche la
localizzazione di IFI16 è sempre stata considerata ristretta alle cellule della linea
ematopoietica (da cui l’acronimo HIN-200). In particolare, IFI16 risultava espressa
nei precursori ematopoietici CD34+ e rimaneva fortemente espressa durante il
differenziamento della linea linfoide e tra i precursori di monociti e monociti
circolanti periferici (Dawson e al., 1995 e 1996), mentre non si ritrovava nei
macrofagi maturi. Ciononostante, non esistevano studi pubblicati mirati a descriverne
la localizzazione in vivo al di fuori del compartimento ematopoietico. Utilizzando
anticorpi policlonali monospecifici generati nel nostro laboratorio contro la porzione
C-terminale della proteina, se ne è così valutata la distribuzione tissutale  mediante
analisi immunoistochimica. IFI16 risulta espressa in maniera specifica nelle cellule
endoteliali, nei linfociti e nelle cellule basali proliferanti degli epiteli. Soprattutto
negli epiteli pavimentosi stratificati, come laringe, cervice e cute l’espressione di
IFI16 è elevata nello strato basale proliferante, con una graduale riduzione che si
accompagna al processo di differenziamento cellulare. Questi dati suggeriscono una
stretta correlazione tra espressione di IFI16 ed il controllo dei processi di
proliferazione e differenziamento in vivo. Infatti, con il processo di differenziamento
e l’uscita definitiva dal ciclo cellulare di una cellula normale, l’espressione di questa
proteina viene progressivamente inibita (Gariglio et al., 2002). E’ noto che gli epiteli
pavimentosi della cervice uterina, della laringe e della cute possono essere infettati
con i papillomavirus, che infettano lo strato basale degli epiteli squamosi stratificati e
replicano negli strati soprabasali. Questi virus mancano degli enzimi necessari per
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replicarsi e quindi devono indurre l’entrata in fase S delle cellule normalmente
quiescenti dello strato soprabasale per attivare il sistema enzimatico cellulare
necessario per la replicazione del DNA virale. La capacità del virus di indurre la fase
S nelle cellule soprabasali contribuisce alla manifestazione patologica del virus che
varia da lesioni proliferative benigne come verruche e condilomi al carcinoma
invasivo.

I nostri studi sono così ora indirizzati a chiarire dal punto di vista molecolare il
ruolo della proteina IFI16 nella replicazione e trasformazione dei papillomavirus. Più
in particolare stiamo ora esaminando lesioni proliferative della cute, come il
cheratoacantoma, che possono presentarsi in varie fasi che vanno dalla lesione
benigna con regressione spontanea, al carcinoma in situ fino all’epitelioma
spinocellulare metastatizzante. La caratterizzazione di questi tipi di lesioni dal punto
di vista istopatologico, sfruttando marcatori già esistenti in associazione
all’espressione della proteina IFI16, potrebbe risultare molto utile nella difficile
diagnosi differenziale tra lesione benigna in regressione e precancerosi o carcinoma
in situ. Inoltre, l’indagine per la ricerca del genoma di HPV permetterà di chiarire il
ruolo svolto da questi virus nella genesi e nell’evoluzione di queste lesioni.

Al fine di associare a queste osservazioni in vivo anche un modello in vitro, siamo
attualmente impegnati nell’allestimento di colture primarie di cheratinociti umani
ottenuti da prepuzio. Queste colture rappresentano infatti lo stesso tipo cellulare
coinvolto nelle lesioni proliferative, verruche, cheratoacantomi, epiteliomi, oltre ad
essere il bersaglio dell’infezione da HPV. Sfruttando vettori virali ricombinanti
(Retrovirus, Herpes) già prodotti che esprimono la proteina IFI16 e soprattutto
permettono di trasdurre cellule primarie come i cheratinociti difficilmente trasfettabili
con tecniche convenzionali, è stato allestito un modello di sovraespressione di IFI16
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che permetterà di svolgere una serie di esperimenti volti a chiarire il ruolo di questa
proteina nella normale fisiologia dei cheratinociti.
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IL CITOMEGALOVIRUS

I Citomegalovirus (CMV) appartengono al sottogruppo beta della famiglia
degli herpesvirus e sono caratterizzati da una stretta specie-specificità, indicativa
di un lungo periodo di co-evoluzione con il proprio organismo ospite. Essi
infettano comunemente molte specie di mammiferi, e nell'uomo l'infezione da
CMV umano (HCMV) è molto diffusa (50-95% di sieroprevalenza). Benché
l'infezione primaria sia generalmente ben controllata dal sistema immunitario e
appaia quindi pressoché asintomatica, la completa eliminazione del virus non
viene mai raggiunta. Il genoma virale infatti persiste in forma non produttiva in
cellule specifiche dell'organismo ospite, e la sua replicazione è frequentemente
riattivata dallo stato di latenza con conseguente rilascio di particelle virali. In
individui il cui sistema immunitario è ancora immaturo o fortemente
compromesso, tuttavia, l'HCMV è in grado di provocare danni irreversibili e
spesso fatali. L'infezione intra-uterina può ad esempio dare origine a difetti
congeniti, con frequenti anomalie a carico del sistema nervoso centrale. In
pazienti affetti da AIDS (Sindrome da Immunodeficienza Acquisita), invece,
l'HCMV è la causa principale di retiniti con conseguente cecità, mentre in pazienti
artificialmente immunodepressi con farmaci anti-rigetto in seguito a trapianto
d'organo il virus può provocare gravi infermità (polmoniti, epatiti, febbre
prolungata) e determinare la perdita dell'organo trapiantato (Alford e al., 1993).

Dal punto di vista strutturale, i virus citomegalici sono caratterizzati dal
possesso di un genoma a DNA bicatenario lineare di dimensioni notevoli (180-
240.000 paia di basi) racchiuso in un capside icosaedrico, a sua volta circondato
da un tegumento e da una membrana lipoproteica. La loro moltiplicazione in vitro
è piuttosto lenta se paragonata a quella di altri herpesvirus: al fine di ottenenere il
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rilascio di particelle virali mature sono infatti necessarie 24-36 ore per il CMV di
topo (MCMV) e 48-72 ore per il CMV umano. Il ciclo replicativo avviene
esclusivamente in un ristretto numero di tipi cellulari e per la propria espressione
genica durante la crescita produttiva in cellule permissive il CMV dipende
strettamente dall'apparato di trascrizione e traduzione della cellula ospite. La
replicazione dei CMV è altamente regolata e dipende dall'espressione sequenziale
di una serie di geni virali suddivisi, in base al momento post-infezione in cui
avviene la loro sintesi, in tre classi: i geni immediati-precoci (IE, immediate early
o a), i precoci (E, early o b) e i tardivi (L, late o g). I geni IE sono espressi in
assenza di sintesi di proteine virali e i loro prodotti sono coinvolti nella
regolazione della trascrizione positiva e negativa di molti geni sia virali che
cellulari. La trascrizione dei geni precoci invece dipende dalla precedente
espressione delle proteine IE ma non richiede la sintesi di DNA virale. La loro
funzione è in gran parte ignota ma alcuni dei loro prodotti sono coinvolti nella
replicazione e nel metabolismo del DNA. I geni tardivi sono espressi dopo i geni
E e vengono raggruppati nelle due classi g1 e g2 a seconda che i loro prodotti
vengano trascritti rispettivamente in scarsa quantità o non vengano trascritti del
tutto quando la sintesi di DNA virale viene inibita. Si ritiene che la maggior parte
codifichino per proteine strutturali (Mocarski, 1993).

Sia mediante l'espressione di questi geni, sia tramite le proteine contenute nel
virione, il Citomegalovirus è in grado di alterare sensibilmente lo stato metabolico
della cellula infettata. A differenza della maggior parte dei virus erpetici il CMV
sia umano che murino non uccide immediatamente la cellula ospite e non inibisce
i processi metabolici. Al contrario, la sintesi di RNA, DNA e proteine nella cellula
ospite è fortemente stimolata, ed il pretrattamento della cellula con agenti che ne
influenzano il metabolismo, come l'actinomicina D o i raggi UV, può provocare il
rapido blocco della replicazione del virus. Fra le proteine la cui trascrizione o
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attività è fortemente incrementata in seguito all'infezione da CMV vi sono alcuni
proto-oncogeni (c-myc, c-jun e c-fos) (Boldogh e al., 1990), fattori di trascrizione
(p53 e NF-kB) (Gribaudo e al., 1996; Jault e al., 1995) e diversi enzimi coinvolti
nel metabolismo del DNA (timidina kinasi, la polimerasi α, l'ornitina
decarbossilasi e la topoisomerasi II) (Hirai e al., 1976; Estes e al., 1977; Isom,
1979; Benson e al., 1990). Confrontando le modificazioni indotte dal CMV con
quelle provocate da molti altri tipi di virus inoltre è possibile rilevare due
interessanti differenze. Mentre infatti per molti virus (come gli Adenovirus e i
Papovavirus) è necessario  indurre l'ingresso forzato  della cellula ospite  in fase
S al fine di ottenere la duplicazione del proprio DNA, il Citomegalovirus ha
sviluppato la capacità di inibire fortemente la crescita delle cellule infettate. Tale
inibizione deriva dal blocco del ciclo cellulare in stadi specifici, fra i quali la
transizione G1/S, e avviene contemporaneamente alla stimolazione della sintesi di
molteplici proteine cellulari coinvolte nel metabolismo del DNA (Salvant e al.,
1998). Questa strategia permette al CMV di aumentare la disponibilità dei fattori
cellulari e dei nucleotidi necessari alla replicazione del proprio DNA, annullando
nel medesimo tempo la competizione da parte del genoma cellulare. La
realizzazione di questo processo richiede la messa in atto di molteplici strategie di
controllo dell'apparato di regolazione del ciclo cellulare, così come degli enzimi e
di altri fattori proteici coinvolti nella biosintesi del DNA. Alcuni dei meccanismi
utilizzati dai CMV sono già noti: lavori pubblicati durante gli ultimi sette anni, ad
esempio, hanno elucidato il complesso rapporto tra i geni IE dell'HCMV e i
membri della famiglia dei fattori di trascrizione E2F, che fungono da legame tra la
proteina pRb (principale fattore di controllo del punto di restrizione e del
passaggio della cellula dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare) e la
trascrizione di numerosi geni coinvolti nella sintesi del DNA. È stato infatti
dimostrato che la proteina IE1 è associata, nelle cellule infettate dal virus, alla



PARTE A – Il Citomegalovirus

33

p107, un membro della famiglia delle "pocket proteins", cui appartiene non solo
pRb ma anche la proteina p130 (Poma e al., 1996). In saggi in vitro inoltre IE1 si
è rivelata dotata di attività chinasica nei confronti della p107, della p130 e dei tre
fattori di trascrizione E2F-1, E2F-2 e E2F-3, ma le conseguenze funzionali della
fosforilazione mediata da IE1 sono ancora ignote. IE2 invece è in grado di legare
non solo pRb ma anche un altro potente regolatore del ciclo cellulare, la proteina
p53 (Speir e al., 1994): anche in questo caso non è ancora stato compreso appieno
quale sia il significato di tale legame, poichè le funzioni svolte dalla p53 nel
checkpoint di controllo del danno al DNA non risultano alterate e l'attività
antiapoptotica di IE2 non sembra essere mediata dalla p53. Lavori pubblicati
molto di recente inoltre hanno evidenziato che non solo i geni immediati precoci
dell'HCMV sono coinvolti nella regolazione della transizione G1/S delle cellule
infette, ma anche alcune proteine contenute nel virione sembrano partecipare al
processo.  La trasfezione in transiente della proteina UL69,  ad esempio, può
arrestare la cellula in fase G1, mentre la sovraespressione di un altro componente
del virione, il polipeptide pp71 causa un accelerazione nella transizione dalla fase
G1 alla fase S.

L'insieme di questi dati quindi dimostra che, al fine di ottimizzare la
replicazione del proprio genoma, il virus ha usurpato una serie di attività associate
al normale controllo del ciclo della cellula infetta, a scapito delle conseguenze per
l'ospite. Il risultato netto di questa deregolazione è la perdita del controllo del
processo di divisione cellulare e giustifica i sospetti di un coinvolgimento del
CMV nello sviluppo di neoplasie. In lavori pubblicati nel passato, del resto, l'
HCMV è stato associato alla genesi del carcinoma della prostata e della cervice,
nonchè dell'adenocarcinoma e del sarcoma di Kaposi (Spector e al., 1984).
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Ifi204 e Citomegalovirus

Mentre appare ormai chiarito che la proteina codificata dal gene Ifi204 è
dotata di una forte attività antiproliferativa e che quest’ultima è strettamente
dipendente dalla presenza di una forma funzionale di pRb, poco o nulla è noto
riguardo al ruolo svolto dai geni HIN-200 murini nell’induzione dello stato
antivirale da parte degli IFN. La prospettiva di analizzare se la p204 fosse anche
dotata di attività antivirali era quindi particolarmente interessante, soprattutto alla
luce dei risultati ottenuti al riguardo della sua interazione con il sistema di Rb. Il
ruolo prominente svolto da pRb nel controllo del punto R, infatti, ne ha fatto il
bersaglio di molte strategie virali per guadagnare il controllo dell’apparato di
duplicazione della cellula ospite. Così, al fine di provocare forzatamente il rilascio
di E2F e la successiva espressione dei geni cellulari della fase S, utilizzati dai
virus per la replicazione del proprio genoma, sia gli Adenovirus che i Papovavirus
(per citare gli esempi più noti) hanno evoluto la capacità di esprimere proteine in
grado di legare specificamente la forma ipofosforilata di pRb inattivandola.

A tal fine quindi i medesimi MEF Rb+/+ impiegati in precedenza per valutare il
grado di interazione tra p204 e pRb, sono stati trasfettati stabilmente con i
plasmidi recanti la forma selvatica di p204 o le sue forme mutate in uno od
entrambi i siti LxCxE. La suscettibilità dei cloni, così ottenuti, all’infezione da
parte di virus appartenenti a diverse famiglie (Rhabdoviridae - con il virus della
stomatite vescicolare VSV-, Picornaviridae - con il virus dell’encefalomiocardite
EMCV-, Poxviridae - con il virus Ectromelia-, Alpha- e Betaherpesviridae - con il
virus dell’herpes simplex HSV-1 e il citomegalovirus murino MCMV) è stata
quindi testata (Hertel et al.,1999). Nonostante la presenza delle forme mutate della
p204 agenti come transdominanti negativi e inibenti quindi l’attività della proteina
normale, tutti e tre i cloni si sono dimostrati pienamente sensibili all’attività



PARTE A – Il Citomegalovirus

35

antivirale dell’IFNα quando infettati con i due virus ad RNA (EMCV e VSV) o
con due dei tre virus a DNA (Ectromelia e HSV-1). Ciò indica quindi che la p204
non è coinvolta nei meccanismi antivirali indotti dall’IFNα. L’infezione dei
medesimi cloni con MCMV ha invece evidenziato l’assoluta dipendenza del virus
dalla presenza, durante l’infezione, di una forma funzionalmente attiva della p204:
le linee cellulari mutate infatti non sono più in grado di sostenere la replicazione
virale e la produzione di nuove particelle infettanti.

Il fatto che l’infezione produttiva da citomegalovirus provochi nella cellula
ospite l’arresto della progressione nel ciclo e l’alterazione dell’attività di proteine
coinvolte nella sua regolazione ci ha fatto supporre che il CMV abbia evoluto un
sistema per utilizzare la p204 a proprio vantaggio, al fine di arrestare la crescita
della cellula e di sfruttarne l’apparato replicativo per la duplicazione del proprio
genoma.  Tale ipotesi è stata suffragata dalle osservazioni presentate nel lavoro
“The Interferon-inducible 204 gene is transcriptionally activated by mouse
cytomegalovirus and is required for its replication”, Virology, 2001. Precedenti
lavori avevano già dimostrato che il  citomegalovirus umano, probabilmente
attraverso il recettore cellulare per gB, è in grado di attivare l’espressione di due
geni interferon-inducibili (Navarro e al., 1998; Boyle e al., 1999), senza però
stabilire se tale induzione fosse necessaria per la replicazione del virus stesso.
Questo nostro studio ha dimostrato invece per la prima volta che la famiglia di
geni interferon-inducibili Ifi200, codificanti per proteine che regolano la
progressione dalla fase G1 alla S del ciclo cellulare, sono stimolate da componenti
virali durante le fasi precoci dell’infezione da CMV ed inoltre sono indispensabili
per la sua replicazione. Inoltre, i risultati presentati dimostrano che l’infezione
nella fase S di cellule in rapida divisione, in cui la p204 endogena è stata regolata
negativamente dai dominanti-negativi, ritarda la progressione del ciclo vitale del
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virus ed è associata con una significativa percentuale di cellule che procedono
attraverso la fase S e G2/M.
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I Papillomavirus.

Le verruche genitali (condyloma acuminata) sono state documentate fin dal
tempo di Ippocrate, e quelle cutanee dal primo secolo AD. Tuttavia, fino alla fine
del diciottesimo secolo la loro natura infettiva rimase sconosciuta. Nel 1891
Payne dimostrò per la prima volta che le verruche cutanee erano trasmissibili. Nel
1901 Heidingsfeld descrisse invece la trasmissione dei condilomi attraverso
contatto sessuale. Nel 1949 Strauss e collaboratori isolarono l’agente responsabile
delle verruche, il papillomavirus umano (HPV) (Syrjanen e al., 2000).

Le infezioni da papillomavirus sono state associate sia a lesioni maligne che
benigne. Le lesioni benigne comprendono le comuni verruche (verruca vulgaris),
le verruche plantari, i condilomi genitali, lesioni della bocca, del naso e della gola,
papillomatosi della congiuntiva e neoplasie cervicali intraepiteliali. Il virus è stato
anche associato alle epidermodisplasia verruciforme, un malattia non ereditaria in
cui i pazienti sviluppano cancro alla pelle dopo esposizione solare. Le lesioni
maligne includono carcinomi squamosi orali e respiratori, tumori anogenitali e
della cervice uterina.

Ad oggi non esiste una terapia definitiva per le infezioni da HPV. I trattamenti
correnti includono ablazione tissutale, chemioterapia e immunomodulazione,
anche se sono al vaglio di test clinici numerosi tipi di vaccino.

Struttura

I papillomavirus umani appartengono alla famiglia papillomaviridae, che
include anche papillomavirus infettanti altre specie (Howley e al., 2001). Sono
virus privi di rivestimento e a simmetria icosaedrica, con 72 capsomeri formanti la
superficie esterna, organizzati nella proteina capsidica maggiore e minore. Il
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genoma consiste di un DNA a doppia elica, circolare, lungo circa 8 kb e
codificante per nove geni in parte sovrapposti (figura 2). Contiene inoltre una
singola regione di controllo. I geni sono distribuiti in una regione precoce (E1-E7)
ed in una tardiva (L1 e L2). I geni precoci codificano per proteine coinvolte nel
controllo della replicazione e trascrizione del DNA virale e sono responsabili
delle capacità trasformanti degli HPV ad alto rischio. I geni L1 e L2 codificano
invece rispettivamente per la proteina capsidica maggiore e minore.

La proteina E1 possiede attività ATPasica ed elicasica, esercitando le funzioni
di promuovere la replicazione virale e di inibire l’integrazione nel menoma
dell’ospite (Frattini e al., 1996; Dixon e al., 2000).

La proteina E2 aumenta in modo significativo l’affinità di E1 per l’origine di
replicazione virale ed infatti è stato dimostrato che la presenza di entrambe le
proteine è necessaria e sufficiente per indurre la replicazione del DNA virale

Figura 2. Organizzazione genomica di HPV16.
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(Chiang e al., 1992). Inoltre, E2 possiede un ruolo nella trascrizione del virus. E’
stato dimostrato che E2 è in grado di inibire la crescita cellulare in vitro in cellule
che contengono gli HPV ad alto rischio 16 e 18 (Dowhanick e al., 1995) . Questi
dati suggeriscono che la proteina E2 svolge un ruolo importante nel prevenire la
trasformazione oncogena delle cellule infettate.

La proteina E4 sembra essere associata con il collasso del sistema delle
citocheratine cellulari e con la conseguente fuoriuscita della virus dalla cellula
(Doorbar e al., 1991). Non sembra comunque essere necessaria per il processo di
trasformazione.

La proteina E5 può causare trasformazione tumorigenica in vitro, in modo del
tutto indipendente, probabilmente in seguito a modificazioni delle vie dei fattori di
crescita (DiMaio e al., 1994). Essa può infatti legarsi ai recettori per il PDGF e per
l’EGF, attivandoli in modo costitutivo (Cohen e al., 1993).

Il potenziale oncogeno degli HPV ad alto rischio è comunque maggiormente
legato alle proteine E6 ed E7. I cheratinociti terminalmente differenziati perdono
la capacità di replicare il DNA. E6 ed E7 permettono al virus di usare le proteine

Figura 3. Funzioni biochimiche e biologiche
delle oncopoteine E6 ed E7 di HPV.
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cellulari per la propria continua replicazione arrestando, nel contempo, il processo
di differenziazione dei cheratinociti.  In particolare,  queste proteine sono  in
grado di inibire le funzioni rispettivamente di p53 e pRb (Scheffner e al., 1993;
Boyer e al., 1996). Diversi  studi suggeriscono che  E6 (in particolare degli HPV
ad alto rischio) è in grado di legare p53 con grande affinità, aumentandone la
degradazione (Gu e al., 2001). Come p53, anche pRb gioca un ruolo molto
importante nel controllo del ciclo cellulare. Nella sua forma ipofosforilata, pRb
rilascia E2F che stimola la progressione del ciclo cellulare (Hartwell e al, 1994). Il
legame tra E7 e pRb agisce in modo simile alla ipofosforilazione. Inoltre, E7 di
HPV16 promuove la degradazione di pRb (Giarre e al., 2001).

Numerosi lavori hanno poi dimostrato che E6 ed E7 sono in grado di inibire
l’espressione dei geni interferon-inducibili e degli interferoni stessi, limitando la
risposta immune all’infezione virale (Lee e al., 2001; Nees e al., 2001).

Patogenesi

Tutti gli HPV infettano cellule epiteliali squamose. Le infezioni cominciano
con   l’entrata del  virus  attraverso l’epitelio  traumatizzato e  quindi seguono
uno dei tre seguenti destini: infezione latente, in cui non c’è evidenza
microscopica della malattia; infezione subclinica, in cui la colposcopia o
l’indagine microscopica rivelano l’infezione in assenza di malattia clinica;
malattia clinica vera e propria.

Molte infezioni da HPV genitale sono latenti o subcliniche (Koutsky e al.,
1997). Nelle infezioni cliniche o subcliniche, i geni precoci sono espressi nello
strato basale dell’epitelio. La traduzione delle proteine tardive avviene nei
cheratinociti terminalmente differenziati, mentre le proteine precoci controllano la
trascrizione e traduzione cellulari.
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Le evidenze cliniche ed istopatologiche delle infezioni da HPV solitamente si
evidenziano dopo 1-8 settimane dall’esposizione. In assenza di trasformazione, il
virus segue il suo normale ciclo di riproduzione: adesione, penetrazione,
trascrizione-traduzione dei geni virali, replicazione del proprio menoma,
assemblaggio ed uscita (Tyler e al., 1990). Le manifestazioni fisiche
dell’infezione includono la riduzione dello spessore dell’epidermide, una
iperplasia dello strato spinoso ed ipercheratosi.

Non trattate, queste lesioni possono regredire spontaneamente, persistere come
lesioni benigne o progredire in lesioni precancerose ed eventualmente in cancro
(Carr e al., 2000)

Il modo in cui gli HPV ad alto rischio portano alla trasformazione oncogena
non è chiaro. L’evidenza corrente è che il processo di trasformazione richiede
l’integrazione del genoma virale nel DNA dell’ospite (Kalantari e al., 2001).
Sebbene il sito di integrazione non sia specifico, il genoma circolare spesso
presenta delle rotture nella regione E1-E2, con conseguente perdita di controllo
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Figura 4. Ciclo vitale dei papillomavirus nell’epitelio.
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trascrizionale dei geni precoci E6 ed E7. Il potenziale carcinogenico ne risulta
così considerevolmente aumentato, anche se altri fattori sono necessari per la
formazione del carcinoma nelle cellule infettate (Jackson e al., 1993).
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Epidermodisplasia Verruciforme.

L’Epidermodisplasia Verruciforme (EV) è una genodermatosi rara associata
all’infezione da parte di specifici Papillomavirus cutanei umani  (Orth et al.,
2001). La malattia è famigliare, ed è sicuramente in relazione con un difetto
genetico non ancora ben conosciuto.

E’ una patologia rara che si manifesta con la comparsa di numerosissime
verruche cutanee che diffondendosi arrivano a coinvolgere tutta la cute del
soggetto (vi è quindi una incapacità  alla risoluzione spontanea). I soggetti con EV
presentano un’elevata frequenza di degenerazione maligna delle verruche in
carcinomi cutanei di tipo squamocellulare, che avviene solo nelle parti cutanee
esposte alla luce solare (Boxman et al., 2000).

E’ una condizione famigliare la cui precisa incidenza è difficile da determinare
a causa della sua manifestazione sporadica. La sua modalità di trasmissione è
autosomica recessiva, infatti è stata individuata un’alta frequenza di
consanguineità nei pazienti affetti da questa malattia.(Lutzner, 1978)

L’EV è caratterizzata da una suscettibilità nei confronti dell’infezione da parte
del Papillomavirus umano (HPV); si presuppone infatti che nei pazienti con EV ci
sia un difetto associato ad un gene soppressore sconosciuto, il quale è presente
anche nei soggetti sani (Antonsson et al., 2000), ma nei quali è in grado di
prevenire le infezioni da parte degli EV HPV.

Epidemiologia

I pazienti EV presentano frequentemente più di un tipo di HPV (infezioni
multiple). Le lesioni benigne presenti in EV sono causate da numerosi genotipi
(HPV-27, HPV-29, HPV-37, HPV-38, HPV-46, HPV-48, HPV-49) mentre i
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tumori cutanei generalmente sono associati solo a due tipi di HPV, ovvero
all’HPV-5 e all’ HPV-8. Sebbene gli HPV non siano in grado di dare
manifestazioni cliniche evidenti negli individui normali, esse si possono invece
riscontrare nei pazienti immunodepressi (in particolar modo nei soggetti affetti da
HIV); in essi si osservano lesioni caratterizzate da pitiriasi versicolor e verruche,
quest’ultime associate agli HPV-3 e HPV-10. I pazienti immunodepressi
sviluppano inoltre tumori maligni correlati all’EV HPV così confermando il ruolo
oncogeno di questi virus (De Villiers, 2000)

Manifestazioni cutanee

Le lesioni cutanee sono polimorfiche e caratterizzate da macchie rosse,
incolori o marroncine simili alle placche della pitiriasi versicolor (PV) o da lesioni
simili a verruche piane, generalmente appiattite e più abbondanti rispetto a quelle
della popolazione generale, sviluppate soprattutto in larghezza e disseminate in
tutto il corpo. Si localizzano sul dorso delle mani, sugli avambracci, sulle gambe e
sul tronco. Mentre sul volto e sulle estremità le lesioni sono simili a verruche, sul
tronco prevalgono placche rosse. La struttura istologica dei cheratinociti
localizzati negli strati superficiali dell’epidermide è molto specifica: notevoli
dimensioni, con un nucleo vacuolato e citoplasma ialino contenente granuli
rotondi di cheratoialina. Questo effetto citopatico è già stato dimostrato per tutti
gli HPV, indipendentemente dal genotipo. La microscopia elettronica evidenzia
nuclei chiari e la presenza di particelle virali cristalline.

Il corso naturale della malattia può essere caratterizzato dalla evoluzione di
EV in SSC. I cambiamenti cutanei non sono evidenti fino all’età di 5–8 anni,
sebbene in alcuni pazienti possano manifestarsi placche rosse sul tronco. Se
infettati esclusivamente con EV HPV, i soggetti EV presentano buone condizioni
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generali, in quanto non mostrano infezioni concomitanti; diversamente i pazienti
infettati con EV HPV e con HPV-3 sono inclini alle infezioni batteriche e virali
(alcuni pazienti hanno riportato anche ritardo mentale).

Le prime manifestazioni maligne, invece, si manifestano generalmente nella 4°
decade della vita e sono caratterizzate da cheratosi attinica e da cellule squamose
precoci microinvasive carcinomatose del tipo di Bowen, lentamente trasformanti
in tumori invasivi. Le manifestazioni cliniche HPV indotte si presentano presto
nel corso della vita nella maggior parte degli individui immunodeficienti,
dopodiché è possibile che l’infezione possa mantenersi  latente per un periodo
variabile, anche se più della metà dei pazienti osservati per 20–30 anni ha
sviluppato tumori cutanei, cheratosi attinica e malattia di Bowen.

La localizzazione preferenziale per le lesioni pre-maligne è la fronte, mentre le
placche rosse sono localizzate in modo specifico, anche su palpebre e collo;
raramente segue la trasformazione maligna. I tumori cutanei, invece, iniziano a
svilupparsi dopo i 30 anni, generalmente sulla fronte e nelle aree traumatizzate;
possono essere microinvasivi o invasivi con possibile azione locale distruttiva; se
non trattati con raggi x crescono lentamente senza provocare metastasi.

Sono state recentemente identificate mutazioni non senso in due geni adiacenti
chiamati EVER 1 ed EVER 2 (Ramoz et al., 2002) e sono state associate all’ EV
in 3 famiglie consanguinee algerine e 2 colombiane. Gli individui malati
appartenenti alle 2 famiglie algerine e a quella colombiana mostrano mutazioni
omozigoti non senso di EVER 1. Nell’altra  famiglia algerina ed in quella
colombiana gli individui omozigoti presentano mutazioni omozigoti di  EVER  2.

Recentemente sono state osservate due nuove mutazioni nel gene EVER 1 in
un paziente giapponese affetto da EV.
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Analisi di sequenza hanno mostrato che EVER 1 (20 esoni) ed EVER 2 (16
esoni) sono proteine integrali di membrana con rispettivamente 10 e 8 presunti
domini transmembrana.

Non è ancora chiaro se EVER 1 ed EVER 2 possano essere coinvolte nell’
interazione tra cheratinociti epidermici e gli HPV o nella risposta immune innata
di adattamento che conduce alla risoluzione dell’infezione (Azzimonti et al.,
1999).

Nello studio accettato per la publicazione dalla rivista Arch. Dermatol. e
intitolato “CD8+ T cells lymphocytopenia and lack of EVER mutations in a
patient with clinically and virologically typical epidermodysplasia
verruciformis” un paziente affetto da Epidemodisplasia verruciforme è stato
analizzato e caratterizzato dal punto di vista clinico, virologico, immunologico e
molecolare.

E’ stata valutata la presenza di mutazioni nei geni EVER 1 ed EVER 2
indicate da alcuni autori come fattori di suscettibilità ed è stato analizzato l’
immunofenotipo del paziente. Dal momento che è stato dimostrato il
coinvolgimento dei papillomavirus umani (HPV) nello sviluppo dei tumori
cutanei in pazienti con questa rara malattia ereditaria, è stata condotta un’analisi
in PCR per determinare quali tipi di HPV avessero infettato il paziente.

Gli HPV cutanei possiedono una debole capacità trasformante e non sono in
grado di immortalizzare i cheratinociti primari umani. Avendo osservato sul
paziente la trasformazione maligna delle lesioni nelle aree cutanee fotoesposte e
non potendo escludere che l’aumentata suscettibilità  ai raggi UV possa giocare un
ruolo preminente nell’immunosoppressione locale e nell’aumentata replicazione
dell’HPV, sono state allestite colture di cheratinociti primari e fibroblasti
immortalizzati con retrovirus ricombinanti esprimenti E6 ed E7 di HPV16 per
chiarire la non ben nota relazione tra i raggi UV e l’insorgenza della malattia.
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Entrambe le linee sono state ricavate dal paziente EV, al fine di valutare gli effetti
degli UVB in termini di proliferazione cellulare e produzione di citochine.

Inoltre esiste anche una forma sporadica di EV i cui fattori genetici
predisponenti sono completamente ignoti. Sulla base dei risultati ottenuti è stato
possibile ritenere che il paziente preso in esame rappresenti una forma di EV con
caratteristiche particolari che la rendono eccezionale, rappresenta infatti il primo
caso di EV con carenza di linfociti T CD8+ ed assenza di mutazioni nei geni
EVER1 ed EVER2.
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 In this study, we investigated some virologic, immunologic and clinical

parameters of a patient with Epidermodysplasia verruciformis (EV), an

infrequently reported clinical lifelong entity, characterized  by:  i) highly

polymorphic cutaneous lesions starting in early childhood with widespread, long

lasting, pityriasis versicolor-like macules and flat, wart-like papules that can

undergo malignant transformation; and ii) abnormal susceptibility to human

papillomavirus (HPV) infection  that are considered to be harmless for the general

population; iii) mental retardation in some and immunologic abnormalities in

most cases.1,2

Report of a case. A 37-year-old mentally retarded man was admitted to our

hospital with a diagnosis of EV associated with its malignant conversion. There is

no known history of EV in other family members, but he was the result of a

consanguineous marriage. Physical examination of the patient revealed multiple

flat whitish papular lesions on the hands and forearms, and disseminated brownish

pityriasis versicolor-like lesions on the whole body.  He underwent total resection

of two crusty and partially exudative erythematous lesions on the forehead, which

were histologically diagnosed as SCC and Bowen’s disease respectively. In spite

of the almost generalized skin involvement, genital and buccal mucosa were not

involved. Moreover, genetic analysis for  EVER1 (20 exons) or EVER2 (16 exons)

gene mutations did not detect any mutations that would result in a loss of

function.3 Physical examination of his parents did not reveal any significant skin

lesions and their general condition was satisfactory.
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Human papillomavirus DNA analysis was performed from both formalin-

fixed paraffin-embedded surgical specimens and skin-swabs collected with

prewetted cotton-tipped swabs from different sites of the skin corresponding to

either affected or unaffected areas. Table 1 illustrates the results obtained by PCR

analysis.4

Immunophenotype analysis of PBMC was performed in the patient and his

parents by immunofluorescence and flow cytometry. As illustrated in Figure 2

panel A, the EV patient displayed reduced counts of total T cells (CD3+ cells)

with moderate decrease of CD4+ T cells and striking decrease of CD8+ T cells

(2%). Despite the striking CD8+ lymphocytopenia, neither opportunistic

infections or known immunosuppression forms were observed and patient

condition was satisfactory. Proliferation assays of peripheral blood mononuclear

cell (PBMC), from EV patient and his parents, stimulated with PHA, anti-CD3

mAb, or anti-CD3 mAb plus B7.1-Ig,  showed that he was almost unresponsive to

all stimuli. The supernatants were examined for cytokines production and the

results obtained are illustrated in Figure 2 panel B. NK activity was in the normal

range in both EV patient and his parents. The patient did not develop contact

allergy to dinitrochlorobenzene sensitization and the intradermal response to

Candida antigens and PPD were also negative. By contrast, his parents did

develop contact allergy and were reactive to the antigenic stimuli.
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 COMMENT

This paper is the first to describe a clinically and virologically typical case

of EV presenting the peculiar features of lack of EVER gene mutations, virtually

no change in CD4+ T cell counts and a noteworthy decrease in CD8+ T cell levels,

suggesting the possibility of variant forms of EV.5
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Legend to Figures

Figure 1. Clinical, histologic and virologic findings of the EV patient. A,

Advanced pre-malignant and early malignant lesions on the forehead. The

temporal area shows a microinvasive squamous cell carcinoma. B, Biopsy

specimen from the verruca plana-like papule shows the characteristic EV

cytophatic effect with  prominent vacuolating cells in the spinous an granular

layers. C,  HPV DNA presence in skin samples from different sites collected with

a saline-soaked cotton-tipped swab and from paraffin-embedded EV patient’s

surgical specimens (previously stripped to remove superficial layers). PCR

amplifications were performed with a combination of primer sets amplifying the

L1 ORF including CP62/CP69 as an outer primer pair and additional nested

primer pairs as previously described 5.

Figure 2. Immunological analysis of the EV patient and his parents. A,

Distribution of PBMC subpopulations. Similar results have been obtained from

bleedings performed over one year period. B, Cytokine secretion by PBMC from

EV patient, his mother, and his father vs healthy controls.  PBMC were stimulated

with anti-CD3 mAb (1µg/mL) in the presence or absence of B7.1-Ig, a soluble

form of the CD28 ligand (1µg/mL), or with an optimal dose of PHA (1µg/ml).

Each culture was performed in presence or absence of  IL-2 (2 U/mL), as

indicated. Cytokines were measured on day-2 culture supernatants using a

cytometric bead array kit. Results are expressed as proportions of the cytokine
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levels detected in each subject compared with the levels secreted by control

PBMC activated in the same manner and run in parallel. They are averages of two

experiments.
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L’ANGIOGENESI

Introduzione

Con il termine angiogenesi si indica il processo di formazione di nuovi vasi
sanguigni (Liekens et al., 2001). Nell’adulto il grado di proliferazione delle cellule
endoteliali è molto basso, se paragonato a quello di numerosi altri tipi cellulari. Vi
sono tuttavia alcune circostanze fisiologiche in cui l’angiogenesi avviene sotto
stretta regolazione: nel sistema riproduttivo femminile e durante la cicatrizzazione
delle ferite (Hyder et al., 1999). L’angiogenesi deregolata dà origine a differenti
patologie (Folkman et al., 1995), come l’artrite reumatoide (Koch, 1995), la
retinopatia diabetica (Ferrara et al., 1999), la psoriasi e ad emangiomi pediatrici
(Powell, 1999). Infine, la crescita tumorale e le metastasi sono angiogenesi-
dipendenti (Hanahan, 1998). Un tumore in crescita necessita di un’elevata
ramificazione di capillari per apportare nutrienti ed ossigeno. Inoltre i capillari
sanguigni all’interno della massa tumorale forniscono possibile una via alle
cellule tumorali per entrare in circolo e metastatizzare organi anche molto distanti.

L’angiogenesi avviene secondo un meccanismo complesso che coinvolge

FIGURA 3. Il processo angiogenico.
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relazioni fra le cellule, fattori di crescita e componenti della matrice extracellulare
(ECM).

La regolazione dell’angiogenesi

Per iniziare la formazione di nuovi capillari, le cellule endoteliali dei vasi
sanguigni esistenti devono degradare la membrana basale sottostante e invadere lo
stroma del tessuto circostante (Mignatti et al., 1996). L’invasione e la migrazione
delle cellule endoteliali necessitano della cooperazione fra il sistema
dell’attivatore del plasminogeno (PA) e delle metalloproteasi (MMPs).

Le uPAs e le tPAs (urokinase-tipe e tissue-tipe) sono serina proteasi che
convertono il plasminogeno in plasmina (Mignatti et al., 1996; Bikfalvi et al.,
1997). L’interazione di uPA con il suo recettore concentra l’attività enzimatica sul
“focal attachment sites” presente sulla superficie cellulare e stimola la traduzione
del segnale, determinando migrazione e invasione cellulare (Blasi, 1997). Inoltre
la plasmina ha un’ampia specificità di substrato e degrada numerosi componenti
della ECM, quali fibrina, fibronectina, laminina (Mignatti et al., 1996). La
plasmina può attivare molte MMPs.

Le MMPs sono enzimi solubili, ad eccezione delle MT-MMPs (membrane
type-MMP) che sono transmembrana, che degradano una grande varietà di
componenti della ECM, quali collagene, gelatina, laminina, fibronectina,
proteoglicani (Westermark et al., 1999).

L’espressione di PAs e MMPs è fortemente controllata, attivata da fattori di
crescita angiogenici (Giuliani et al., 1999; Mandriota et al., 1997; Bond et al.,
1998; Uria et al., 1998; Wang et al., 1998) e citochine (Van Hinsberg et al., 1990);
la loro attività viene inibita da PAIs (PA Inhibitors) (Blasi, 1997; Bajou et al.,
1998), α2-antiplasmina e TIMPs (Tissue Inhibitor of MMPs) (Blavier et al.,
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1999). PAs e MMPs sono secrete insieme ai loro inibitori specifici e ciò assicura
il massimo controllo della loro attività proteolitica. Vi è un’ampia letteratura che
documenta che tale regolazione è persa durante la crescita tumorale e il processo
metastatizzante (Rasmussen et al., 1997).

Alla degradazione dell’ECM segue l’inizio della migrazione delle cellule
endoteliali “leader” attraverso la matrice degradata. Tali cellule sono seguite da
altre cellule endoteliali proliferanti, che sono stimolate da molti fattori di crescita
specifici alcuni dei quali sono rilasciati dall’ECM stessa.

I numerosi induttori della proliferazione delle cellule endoteliali possono
essere suddivisi in tre classi (Klagsbrun et al., 1999): 1) la famiglia del VEGF e
dell’angiopoietina, specifici per cellule endoteliali; 2) molte citochine,
chemochine (IL-3, IL-8) (Moore et al., 1998) ed enzimi angiogenici (Brown et al.,
1998; Chiarugi et al., 1998) che sono attivi su molti tipi cellulari oltre che sulle
cellule endoteliali e a tale gruppo appartiene anche l’FGF-2 che è stato uno dei
primi peptidi ad attività angiogenica ad essere caratterizzat; 3)un gruppo di
molecole angiogeniche che agiscono indirettamente, quali TGF-β e TNF-α, il cui
effetto sull’angiogenesi si esplica con il rilascio di fattori appartenenti alla prime
due classi da parte di macrofagi, cellule endoteliali e tumorali.

In vitro il VEGF stimola la degradazione della ECM, la proliferazione, la
migrazione e la tubulogenesi delle cellule endoteliali, inducendo l’espressione di
uPA, PAI-1, uPAR and MMP-1 (Pepper et al., 1992; Pepper et al., 1992; Unemori
et al., 1992; Mandriota et al., 1995). In vivo, è stato dimostrato che il VEGF
regola la permeabilità cellulare, e ciò è importante per iniziare l’angiogenesi
(Dvorak et al., 1995).

L’espressione del VEGF è indotta da numerosi fattori di crescita e citochine,
fra cui PDGF, EGF, TNF-α, TGF-β e IL-1β (Akagi et al., 1999; Enholm et al.,
1997). I livelli di VEGF vengono anche regolati dalla tensione di ossigeno, difatti
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l’ipossia induce l’espressione di VEGF, sia aumentandone la trascrizione, sia
stabilizzandone l’ mRNA (Mukhopadhyay et al., 1995; Ikeda et al., 1995). Il
meccanismo d’azione del VEGF prevede il legame con due recettori specifici
localizzati sulla membrana delle cellule endoteliali, VEGFR-1 e VEGFR-2, la cui
attività e specificità sono nettamente distinte e la cui espressione è regolata
dall’ipossia (Waltenberger et al., 1996).

Nelle cellule endoteliali l’FGF induce in vitro proliferazione, chemotassi
tubulogenesi, produzione di uPA, modula l’espressione delle integrine, attiva
l’espressione di VEGF, VEGFR-2 e uPAR (Presta et al., 1986; Hata et al., 1999;
Bussolino et al., 1996).

L’FGF viene prodotto in piccole quantità dalla maggior parte dei tessuti e si
lega a recettori specifici ad alta affinità, FGFR, determinando proliferazione e
migrazione, differenziamento, produzione di proteasi e angiogenesi (Florkiewicz
et al., 1995; Johnson et al., 1993). Presenta anche dei siti di legame a bassa
affinità, rappresentati dai proteoglicani (Heparan Sulfate PGs) (Rusnati et al.,
1996). Tali HSPGs si trovano nella ECM, nella membrana basale e sulla
superficie cellulare e rappresenterebbero dei siti di accumulo e stabilizzazione
dell’FGF (Schlessinger et al., 1995). L’FGF-2 è prodotto in vitro da molti tipi di
cellule tumorali e si ritiene che svolga un ruolo fondamentale nella
vascolarizzazione dei tumori solidi. Elevati livelli di FGF-2 sono presenti nelle
cellule endoteliali del sarcoma di Kaposi (Samaniego et al., 1995) e negli
emangiomi (Chang et al., 1999).

I processi d’invasione, migrazione e proliferazione delle cellule endoteliali
non dipendono unicamente da enzimi, fattori di crescita e recettori, ma sono anche
determinate da molecole d’adesione. Per iniziare il processo angiogenico le
cellule endoteliali hanno bisogno di dissociarsi dalle cellule vicine, prima di poter
invadere il tessuto sottostante. Durante l’invasione e la migrazione, l’interazione
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delle cellule endoteliali con l’ECM è mediata dalle integrine. Le molecole di
adesione cellulare possono essere raggruppate in quattro famiglie, in relazione alle
loro caratteristiche biochimiche e strutturali: le selectine (E-selectin e P-selectin),
la “immunoglobulin supergene family” (ICAM-1 e VCAM-1), le caderine (VE-
cadherin) e le integrine (Bischoff, 1997).

Particolarmente importante durante l’angiogenesi è risultata essere l’integrina
αvβ3, che è un recettore per fibronectina, vitronectina, laminina, fibrinogeno,
collagene (Eliceiri et al., 1999; Brooks et al., 1996). L’αvβ3 non viene quasi
espressa dall’endotelio quiescente, mentre lo è fortemente nell’angiogenesi
indotta da citochine o da tumore. Negli endoteli attivati inibisce l’attività di p53 e
di p21, e aumenta il rapporto fra Bcl-2 e Bax, con un effetto antiapoptotico
(Stromblad et al., 1996).

L’angiogenesi fisiologica

Oltre che durante l’embriogenesi, l’angiogenesi è anche attivata nel sistema
riproduttivo femminile, durante l’ovulazione, la formazione del corpo luteo e

FIGURA 4. Schema della formazione di un nuovo capillare.
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l’impianto dell’embrione. Durante tali processi l’angiogenesi è guidata per lo più
dal VEGF (Ferrara et al., 1999; Ferrara et al., 1998). La neovascolarizzazione
gioca un ruolo fondamentale anche nella cicatrizzazione delle ferite, dove è
probabilmente regolata da fattori di crescita come l’FGF-2 (Ortega et al., 1998) e
il VEGF (Nissen et al., 1998). I macrofagi possono inoltre contribuire alla
cicatrizzazione rilasciando tali fattori (Swift et al., 1999).

L’angiogenesi nella crescita tumorale e nelle metastasi

La crescita tumorale è un processo multifasico che inizia con la perdita del
controllo della proliferazione ovvero le cellule tumorali iniziano a dividersi
rapidamente dando origine ad un microscopico tumore sferico, un carcinoma in
situ. Man mano che la massa tumorale cresce, le cellule si vengono a trovare
distanti dal capillare sanguigno più vicino, a questo punto il tumore cessa di
proliferare, raggiungendo uno stato di equilibrio in cui il numero di cellule che si
dividono è pari al numero di cellule che muoiono. I carcinomi in situ possono
rimanere tali per molti anni e le metastasi raramente sono associate a questi
piccoli tumori non vascolarizzati (2-3 mm3). Dopo molti mesi o addirittura anni
un carcinoma in situ può assumere fenotipo angiogenico, inducendo la formazione
di nuovi capillari e cominciando ad invadere il tessuto circostante. Tale “switch”
dipende dallo squilibrio fra fattori promuoventi e inibenti l’angiogenesi nel
tumore. Perciò il fenotipo angiogenico può derivare sia dalla produzione di fattori
di crescita, quali VEGF e FGF, da parte delle cellule tumorali, sia dall’inibizione
di modulatori negativi in tessuti con una vascolatura quiescente (Pepper et al.,
1997).
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Sia nell’angiogenesi fisiologica che patologica, un ruolo fondamentale è svolto
dall’ipossia; la sopravvivenza e la crescita delle cellule dipendono infatti da un
adeguato apporto di ossigeno e nutrienti e dalla rimozione dei metaboliti tossici.

 L’ipossia induce l’espressione del VEGF e del suo recettore via HIF-1α
(Hipoxia-inducible Factor-1α) e funziona anche richiamando i macrofagi
(Carmeliet et al., 1998; Jiang et al., 1997). Anche molti oncogeni, come v-ras, K-
ras, v-raf, src, fos e v-yes (Kerbal et al., 1998; Okada et al., 1998) determinano
l’espressione di fattori come il VEGF e aumentano la produzione di citochine ed
enzimi proteolitici (Arbiser et al., 1997).

Il passo finale nella progressione di un tumore è la metastasi (Folkman et al.,

FIGURA 5. L’angiogenesi tumorale.
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1999). La neovascolarizzazione di un carcinoma primario aumenta la possibilità
che le cellule tumorali entrino nel flusso sanguigno, propagandosi così ad altri
organi (Kleiner et al., 1999). La maggior parte delle metastasi non ha un’elevata
percentuale di espansione finchè non va incontro a vascolarizzazione.

Inibizione dell’angiogenesi

Sono stati descritti numerosi inibitori naturali dell’angiogenesi. Fra quelli che
agiscono sull’endotelio attivato, TSP-1 (Thrombospondin-1) è considerato il
principale inibitore fisiologico, costitutivamente prodotto dalle cellule normali. La
sua espressione diminuisce invece durante la tumorigenesi. La produzione di TSP-
1 è regolata da p53 e mutazioni di p53 che ne determinano la mancata produzione
e il passaggio verso un fenotipo angiogenico (Grossfeld et al., 1997; Iruela-Arispe
et al., 1997). Per contro, la sovraespressione di TSP-1 determina la diminuzione
dell’angiogenesi e l’inibizione della crescita tumorale (Streit et al., 1999).

L’angiostatina e l’endostatina sono inibitori endogeni, generati dalla proteolisi
di precursori inattivi. In topi con LLC (Lewis Lung Carcinoma) si è visto che il
mediatore della produzione dell’angiostatina è una metalloelastasi espressa dai
macrofagi infiltranti il tumore (Dong et al., 1997). Tuttavia le stesse cellule
tumorali sono in grado di produrre tale attività proteolitica, generando
l’angiostatina dal plasminogeno, ma con un meccanismo differente da quello che
coinvolge i macrofagi infiltranti il tumore (Gately et al., 1996). Esperimenti
compiuti in vivo sui topi hanno mostrato come l’angiostatina inibisca la crescita
tumorale e la formazione delle metastasi (Cao, 1999). Tale processo non sembra
essere dovuto alla diminuzione del grado di proliferazione, ma all’aumento
dell’apoptosi (O’ Reilly et al., 1996).
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L’endostatina, un frammento carbossi-terminale del collagene XVIII derivato
per taglio di una elastasi specifica, agisce sia inibendo la proliferazione delle
cellule tumorali, sia aumentando il grado di apoptosi, senza modificarne la
proliferazione (Wen et al., 1999).

Inibitori endogeni dell’attività delle MMPs sono rappresentati dai TIMPs
(Gomez et al., 1997) e da PEX (Brooks et al., 1998), un frammento non-catalitico
della MMP-2, che agisce prevenendo il legame dell’enzima al recettore αvβ3.

Esistono inoltre numerosi composti sintetici che vengono attualmente testati in
laboratorio o sono già utilizzati in trials clinici. Fra questi il TNP-470 (AGM-
1470), un composto sintetico derivato dall’antibiotico fumagillina, è forse il più
studiato inibitore dell’angiogenesi (Ingber et al., 1990). TNP-470 lega la
metionina-aminopeptidasi di tipo 2 (Griffith et al., 1997), determinando la
mancata biosintesi della metionina e bloccando la sintesi di proteine non note,
essenziali per la crescita delle cellule endoteliali (Turk et al., 1999). In modelli
animali, TNP-470 è attivo nei trattamenti di una grande varietà di tumori e delle
loro metastasi (Yanase et al., 1993).

Il talidomide, il cui meccanismo d’azione, non è ancora noto, possiede
un’efficace attività antiinfiammatoria e antiangiogenica (D’ Amato et al., 1994).
La sua efficacia antitumorale è stata dimostrata in studi clinici che riguardavano
pazienti affetti da mieloma multiplo (Singhal et al., 1999).

Il batimastat (BB-94) e il marimastat (BB-2516) sono composti simili, che
agiscono inibendo l’attività delle MMPs, andando a competere con il substrato
specifico (Drummond et al., 1999).

Molte strategie sono state sviluppate per inibire la produzione ed il rilascio di
VEGF e FGF-2, interferendo con la loro trasduzione del segnale. In modelli
animali, l’utilizzo di anticorpi anti-VEGF, di recettori solubili per il VEGF e di
dominanti negativi per Flk-1 diminuisce il numero di vasi neoformati in molti
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tumori (Millauer et al., 1996). Per interferire direttamente nella trasduzione del
segnale sono studiati inibitori sintetici a basso peso molecolare, quale SU5416,
che blocca selettivamente la fosforilazione di Flk-1 indotta dal ligando. In vivo
determina un incremento dell’apoptosi delle cellule tumorali (Fong et al., 1999;
Shaheen et al., 1999).

Poichè la disponibilità di FGF-2 è strettamente dipendente dalla
concentrazione extracellulare di eparina, l’attività antiangiogenica del FGF-2 può
essere modulata in vivo usando analoghi esogeni dell’eparina, quali suramina
(Takano et al., 1994) e pentosan polisolfato (PPS) (Zugmaier et al., 1992).
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ATTIVITA’ ANTITUMORALE DEGLI INTERFERONI

Studi preclinici

Gli IFNs sono stati i primi regolatori endogeni identificati per la loro attività
antiangiogenica (Lindner, 2002); Brouty-Boye e Zetter hanno mostrato che l’IFN
α/β inibisce in vitro la motilità delle cellule endoteliali (Brouty-Boye et al., 1980).
Successivamente Sidky e Borden hanno mostrato che fattori di crescita non noti
secreti da cellule tumorali umane potevano essere soppressi da IFN-β umano, e
non da IFN-β murino, dimostrandone la specie-specificità. Cellule tumorali
pretrattate con IFN-β perdevano la capacità angiogenica, misurata mediante
inoculo nel derma e nella cornea murini (Sidky et al., 1987). L’IFN-γ ha mostrato
una simile attività anti-angiogenica, inibendo in vitro la proliferazione e la
migrazione delle HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell) e in vivo
bloccando l’angiogenesi indotta da FGF-2 nel derma (Norioka et al., 1994) e nella
cornea (Voest et al., 1995)  murini.

Studi clinici

L’esempio clinico più eclatante dell’attività antiangiogenica degli IFNs deriva
dal trattamento degli emangiomi cutanei pediatrici (Filder, 2001). Tali emangiomi
rappresentano una forma di angiogenesi patologica  in cui le cellule endoteliali
crescono rapidamente nel primo anno di vita (proliferative phase); segue una
piccola regressione nei successivi cinque anni (phase involuting) e generalmente
una completa regressione nel giro di 10-15 anni (phase involuted). In una piccola
percentuale di casi, tali emangiomi infantili continuano a proliferare fino ad
interessare anche i vasi più grossi, compromettendo l’ossigenazione dei tessuti,
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determinando coagulopatia da consumo, collasso cardiaco, e mettendo in pericolo
organi vitali. Degli emangiomi che sono resistenti alla terapia standard con
corticosteroidi, il 90% ha mostrato una regressione in seguito a trattamento con
IFN-α (Ezekowitz et al., 1991). Recentemente l’IFN-α è stato utilizzato con
successo nel trattamento degli angioblastomi.

Per determinare se la progressione o la regressione di tali emangiomi cutanei
infantili è correlata alla sovraespressione di molecole proangiogeniche o alla
mancanza di molecole antiangiogeniche, è stato analizzato un grande numero di
emangiomi in immunoistochimica. I risultati hanno mostrato che emangiomi
proliferanti esprimono bFGF e VEGF, e non esprimono IFN-β (mRNA e
proteina). Si è inoltre notato che l’epidermide che sovrasta tali emangiomi
proliferanti è iperplastica, mentre non lo è in emangiomi regrediti. A differenza
dell’epidermide sana, che esprime sia i fattori proangiogenici che antiangiogenici,
elevati livelli di bFGF, VEGF, IL-8, e non IFN-β sono stati riscontrati nell’
epidermide iperplastica (Bielenberg et al., 1999). Generalmente si è visto che gli
IFNs sono più efficaci quando il tumore è piccolo e molto differenziato, se
utilizzati come trattamento adiuvante e in combinazione con altri farmaci, ad es.
citostatici (Gutterman, 1994).

Gli IFNs sono attualmente utilizzati in clinica come farmaci per il trattamento
di molti tumori maligni, fra cui mielomatosi, micosi fungoide, linfoma follicolare,
leucemia mieloide cronica (CML), carcinoma renale, sarcoma di Kaposi (Rios et
al., 1985), melanoma maligno (Legha, 1997), epiteliomi basocellulari e
squamocellulari (Tucker, 1993), carcinoidi, tumori pancreatici, carcinoma
vescicale (Stadler et al., 1997) e ovarico. Gli IFNs sono anche stati introdotti in
molte nazioni come trattamento preventivo del carcinoma epatico in casi di epatite
B cronica, epatite C cronica, epatite D cronica, e anche per il trattamento di
tumori associati a virus, come papillomatosi laringea e conditomi acuminati.
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Tali tumori sono anche stati associati ad un elevata concentrazione di bFGF,
che spesso si ritrova nelle urine o nel siero dei pazienti (O’ Brien et al., 1995). Si è
perciò indagato se gli IFNs potessero modulare l’espressione del bFGF. IFN-α e
IFN-β, ma non IFN-γ, inibiscono l’espressione sia del messaggero sia della
proteina dell’FGF in HRCC (Human Renal Cancer Cell), e in carcinomi di
vescica, prostata, colon e seno (Singh et al., 1995). Inoltre, la somministrazione di
IFN-α umano, diminuisce l’espressione in vivo di FGF, il numero di capillari e la
crescita di cellule di carcinoma vescicale umano inoculate in topi nudi (Dinney et
al., 1998).

Attività antiangiogenica degli IFNs

Gli IFNs sono in grado di colpire selettivamente la vascolatura tumorale, che
spesso presenta una morfologia anormale, con capillari discontinui e fessurati. La
somministrazione di IFN-α/β in topi inoculati con cellule tumorali determina
necrosi delle cellule endoteliali all’interno del tumore, risparmiando i vasi
normali, e diminuzione delle metastasi a livello di fegato e milza. La soppressione
del flusso sanguigno determina la necrosi del tumore (Dvorak et al., 1989).
Inoltre, gli IFNs inibiscono la sintesi del collagene e la formazione della ECM,
con conseguente diminuzione della formazione in vitro di tubuli (Sato et al.,
1990). HUVEC piastrate su Matrigel (“reconstituted basement membrane
matrix”) normalmente formano tubuli; tale capacità viene abolita in presenza degli
IFNs (Maheshwari et al., 1991).

Probabilmente l’attività antiangiogenica degli IFNs si attua principalmente
modulando l’espressione genica sia delle cellule tumorali, sia del tessuto normale
circostante. L’inibizione dell’espressione dell’FGF è probabilmente il
meccanismo principale attraverso cui si esplica l’attività antiangiogenica. In
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cellule di sarcoma di Kaposi, l’IFN-α inibisce l’espressione dei protoncogeni
della famiglia del FGF (Sinkovics et al., 1991). In HDMEC (Human Dermal
Microvascular Endothelial Cells) l’IFN-γ e il bFGF esplicano effetto opposto
sull’espressione dell’integrina αvβ3: l’IFN-γ inibisce l’espressione di αvβ3, mentre
il bFGF ne aumenta l’espressione. IFN-α e IFN-β, ma non IFN-γ, inibiscono
l’espressione sia del messaggero sia della proteina dell’FGF in HRCC e in
carcinomi di vescica, prostata, colon, seno (Gohji et al., 1994).

Gli IFNs sono anche in grado di inibire l’angiogenesi indotta dal VEGF.
Emangiomi pediatrici proliferanti presentano un elevato rapporto VEGF/IFN-β,
mentre tale rapporto diminuisce in emangiomi in regressione, suggerendo che
VEGF e IFN-β hanno attività contrapposte. Inoltre, in cellule di carcinoma renale
l’IFN-β inibisce l’espressione di MMP-2 , mentre in linee cellulari derivate da un
astroglioma e da un fibrosarcoma diminuisce l’espressione di MMP-9 (Ma et al.,
2001).

L’attività antiangiogenica degli IFNs aumenta in presenza di altri inibitori
dell’angiogenesi. Ciò è stato verificato associando IFN-α e TNP-470: tale unione
ha mostrato effetti sinergici sul blocco dell’angiogenesi. In modo analogo
l’unione di IFN-α e talidomide aumenta l’attività antiproliferativa e
antiangiogenica in melanomi umani (Minischetti et al., 2000).

Risultati promettenti sembrano derivare dalla terapia genica, ottenuta andando
a sovraesprimere IFNs in cellule tumorali. L’infezione con vettori retrovirali
codificanti per IFN-α o IFN-β di cellule EAHY926 determina l’ inibizione
dell’angiogenesi sia in topi nudi, sia in topi immuno-competenti (Albini et al.,
2000).
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IFI16 e l’ angiogenesi.

Partendo dunque dal presupposto che IFI16 è un gene indotto dagli IFNs, il cui
ruolo angiostatico è ampiamente documentato; che è la controparte umana di
Ifi204, la cui attività antiproliferativa è nota; ed è fortemente espresso negli
endoteli, siamo andati a sovraesprimere IFI16 nelle HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) per poter valutare il suo coinvolgimento nel processo di
angiogenesi.

In collaborazione con il Prof. Manservigi è stato generato un vettore virale
contenente il cDNA di IFI16, che garantisce un’elevata efficienza di infezione
anche in linee primarie, notoriamente poco trasfettabili. Il vettore replicazione-
difettivo utilizzato è un HSV1 di seconda generazione, ovvero deleto di tre geni
immediati precoci (IE) essenziali per il ciclo litico del virus. Precisamente i geni
deleti sono ICP4, ICP27 e ICP22. La mancanza di questi geni rende il virus
incapace di replicarsi o perlomeno soltanto in una linea cellulare di
complementazione. Inoltre, la delezione dei geni IE in questione riduce
notevolmente la citotossità del virus ricombinante aumentando l’espressione del
transgene. Per ottenere il virus le cellule di complementazione vengono
contemporaneamente trasfettate con il plasmide di espressione (che porta il gene
di interesse) e il DNA genomico del virus difettivo, che presenta a sua volta un
gene reporter per la β-galattosidasi inserito nella stessa cassetta di espressione in
cui è inserito il transgene nel plasmide. L’evento di ricombinazione omologa porta
quindi alla sostituzione della cassetta di espressione della β-galattosidasi con la
cassetta di espressione del transgene. L’uso di questi vettori ha permesso una
maggiore efficienza di espressione del gene esogeno rispetto alle normali tecniche
di trasfezione, soprattutto in linee primarie spesso difficilmente trasfettabili.
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I risultati di questo studio sono riportati nel lavoro intitolato “The interferon-
inducible IFI16 gene inhibits tube morphogenesis and proliferation of
primary, but not HPV16 E6/E7-immortalized human endothelial cells”,
Ravera R., Gioia D., De Andrea M., Cappello P, Giovarelli M., Marconi P.,
Manservigi R., Gariglio M., Landolfo S., (2004) Exp.l Cell Res. 293: 331-345
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Conclusioni

Gli Interferoni (IFN) svolgono un ruolo fondamentale nella regolazione della
difesa dell’organismo ospite nei confronti non solo delle infezioni virali, ma anche
della proliferazione incontrollata tipica delle cellule tumorali. La capacità degli
Interferoni di indurre nelle cellule uno stato di resistenza alle infezioni virali è
probabilmente la caratteristica più conosciuta, essendo la proprietà fondamentale
che ne ha permesso la scoperta. Oltre alle ben note proprietà antivirali, gli IFN
partecipano anche attivamente alla regolazione della proliferazione e del
differenziamento cellulare. Durante il lungo periodo di co-evoluzione con il
proprio organismo ospite, molti virus hanno sviluppato strategie particolari sia per
utilizzare a proprio vantaggio le proteine chiave del ciclo cellulare, sia per
contrastare le attività antivirali degli Interferoni.

Il progetto di ricerca svolto durante i quattro anni del corso di Dottorato ha
riguardato l’approfondimento delle basi molecolari dell’attività antiproliferativa,
antiangiogenetica e antivirale degli Interferoni, nonchè lo studio della complessa
relazione esistente tra infezione da Citomegalovirus (CMV) e Papillomavirus
(PV) ed espressione/attività di alcune proteine cellulari, appartenenti o meno al
sistema Interferon.

I risultati di questo studio hanno evidenziato come almeno due dei membri di
questa famiglia, la murina p204 e la sua controparte umana IFI16, siano dotati di
una forte attività antiproliferativa esercitata almeno in parte mediante l’interazione
fisica con i membri della famiglia delle “pocket proteins”, di cui l’esponente più
noto è senza dubbio il prodotto del gene del retinoblastoma, pRb. Come già detto
in precedenza, gli Interferoni agiscono anche come potenti inibitori della crescita
cellulare e, in parallelo, come regolatori della morte cellulare programmata o
apoptosi. Mentre almeno alcuni geni coinvolti nei meccanismi di controllo
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dell’apoptosi da parte degli IFN sono già stati identificati, nessun gene interferon-
inducibile è stato fino ad oggi direttamente collegato all’attività antiproliferativa. I
dati raccolti sui geni HIN-200 ci permettono tuttavia di ipotizzare che almeno
alcuni membri di questa famiglia possano costituire il collegamento cercato.

Molto interessanti sono anche i risultati indicanti che la p204 non è coinvolta
nell’attività antivirale degli Interferoni, ma è necessaria per il completamento del
ciclo riproduttivo del CMV. Appare quindi evidente che questo virus particolare
ha sviluppato strategie specifiche per l’utilizzo non solo di proteine facenti parte
del normale apparato metabolico cellulare (come la T160 o l’enzima DHFR
descritto in seguito) ma anche di proteine appartenenti a sistemi evoluti dalla
cellula per contrastare le infezioni virali, come il sistema Interferone. La
determinazione dei meccanismi mediante i quali ciò avviene è attualmente oggetto
di ricerca nel nostro gruppo.

Abbastanza chiarite sono invece le modalità mediante le quali il CMV umano
sfrutta a proprio vantaggio le proprietà enzimatiche della proteina diidrofolato
reduttasi (DHFR), le cui funzioni chiave nella via di biosintesi delle purine, della
timidina e dell’aminoacido glicina erano già note da tempo. Nel nostro studio
abbiamo dimostrato che l’HCMV è in grado di indurre non solo la trascrizione del
gene della DHFR (normalmente silente in cellule quiescenti e attiva soltanto
durante la fase S, quando avviene la sintesi del DNA cellulare) ma anche di
incrementarne l’attività enzimatica in cellule infettate. La nostra ricerca ha inoltre
definitivamente evidenziato che questo enzima è il bersaglio dell’attività
anticitomegalica del farmaco Metatrexate.

Per quanto riguarda IFI16, appurato che essa rappresenta effettivamente la
controparte umana di Ifi204, ci siamo occupati di valutarne l’espressione in vivo,
tramite l’utilizzo di anticorpi policlonali monospecifici generati nel laboratorio a
cui la candidata afferisce. Dopo aver dimostrato che la sua espressione non è
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limitata al compartimento ematopoietico, ma risulta particolarmente intensa nelle
porzioni proliferanti degli epiteli squamosi stratificati e nelle cellule endoteliali, ci
siamo occupati della sua caratterizzazione dal punto di vista molecolare. In
particolare, considerato il suo pattern di espressione e la sua capacità di legare
pRb con lo stesso motivo riscontrabile anche nella sequenza aminoacidica
dell’oncogene E7 di HPV, la linea di ricerca è stata volta a creare un sistema in
vitro che ci permettesse di chiarire il rapporto esistente tra IFI16 ed infezione
virale. A tal fine, considerata la bassa efficienza delle comuni tecniche di
trasfezione in colture primarie (cheratinociti, cellule endoteliali, fibroblasti),
abbiamo generato una serie di vettori retrovirali ed erpetici con i quali è stato
possibile trasdurre la proteina in maniera efficiente.

In particolare, nel lavoro presentato nella parte C, è stato dimostrato che
cellule endoteliali primarie (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells),
difficilmente trasfettabili, trasdotte con vettori erpetici difettivi per la replicazione
e recanti il cDNA di IFI16, perdono la capacità di proliferare e di formare tubuli
in vitro. Le caratteristiche tipiche del processo angiogenetico, incluse la
chemiotassi e l’invasione di un supporto in Matrigel, vengono invece mantenute
in HUVEC che esprimono in contemporanea le oncoproteine E6 ed E7 di HPV16,
dimostrando l’importanza di pRb e di p53 per la corretta funzione di IFI16.

Inoltre in un lavoro in via di elaborazione, dal titolo provvisorio “Restoration
of IFI16 expression in a null head&neck squamous cell carcinoma-derived cell
line inhibits its growth and inceases doxorubicin sensitivity”, non presentato in
questa tesi, abbiamo valutato l’espressione di IFI16 in una serie di linee cellulari
derivate da diversi HNSCC (carcinomi squamosi del distretto testa-collo). Ogni
linea, derivata direttamente da frammenti tumorali espiantati è caratterizzata da
morfologia epitelioide. In particolare, nella linea denominata HN136, che è
risultata IFI16 negativa anche in seguito ad induzione con IFN, abbiamo
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dimostrato come il ripristino di IFI16 mediante l’utilizzo di vettori retrovirali
determina una inibizione della crescita cellulare e della proprietà trasformante in
vitro. Inoltre, per chiarire i meccanismi attraverso i quali IFI16 esercita questa
proprietà nei cheratinociti e per fornire nuovi spunti per la terapia degli HNSCC,
abbiamo valutato l’effetto del ripristino di IFI16 nella medesima linea cellulare
esposta a doxorubicina, noto agente che induce danni al DNA. Confrontando la
risposta di questa linea con cheratinociti normali e con cheratinociti
spontaneamente immortalizzati (HaCaT), abbiamo identificato nella cosiddetta
catastrofe mitotica associata ad arresto in G2/M il possibile meccanismo
responsabile della inibizione della crescita cellulare nella linee HNSCC.

In questa tesi è inoltre presentato un lavoro in corso di stampa in cui si è
valutato dal punto di vista virologico, genetico ed immunologico un paziente
affetto da Epidermodisplasia Verruciforme (EV), una rara malattia ereditaria,
autosomica recessiva.  Considerata l’elevata suscettibilità dei pazienti affetti da
EV all’infezione da papillomavirus normalmente presenti come commensali nella
popolazione sana, si è dapprima confermata la presenza di questi EV-HPV (oggi
identificati come genere beta) anche nel paziente in esame. Quindi, le successive
indagini hanno permesso di evidenziare come la patologia di questo paziente
rappresentasse una variante dal momento che: i) non si è riscontrata alcuna
mutazione nei geni EVER, mutati nella maggioranza dei casi EV; ii) è  stata
evidenziata una forte riduzione dei linfociti T CD8 positivi, pur presentando un
quadro clinico del tutto analogo ai pazienti EV descritti in letteratura.
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	Le prime manifestazioni maligne, invece, si manifestano generalmente nella 4° decade della vita e sono caratterizzate da cheratosi attinica e da cellule squamose precoci microinvasive carcinomatose del tipo di Bowen, lentamente trasformanti in tumori invasivi. Le manifestazioni cliniche HPV indotte si presentano presto nel corso della vita nella maggior parte degli individui immunodeficienti, dopodiché è possibile che l’infezione possa mantenersi  latente per un periodo variabile, anche se più della metà dei pazienti osservati per 20–30 anni ha sviluppato tumori cutanei, cheratosi attinica e malattia di Bowen.
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