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|. Introduzione

a. Il melanoma

Il melanoma rappresenta una neoplasia altamentessiga e resistente alle
terapie convenzionali. Questo tumore origina dabaformazione di melanociti,
che risiedono nello strato basale dell’epidermibdenelanociti originano dalle
cellule della cresta neurale e sono principalmehstribuiti nella pelle, nelle
leptomeningi del sistema nervoso centrale, netle sascolari dell’'orecchio e nel
tratto uveale dellocchio. I melanociti sono cefludltamente differenziate e
specializzate nella sintesi della melanina, un gigtm che provvede a proteggere
i cheratinociti dall'effetto dannoso delle radiazidJV tramite la capacita di
assorbire la luce allinterno di un ampio spettrduthghezze d’onda. Una volta
lasciata la cresta neurale, i melanociti si disiebono lungo lo stato basale
dell'epidermide, dove ogni melanocita viene circaied da circa 30-50
cheratinociti. Tra i melanociti e i cheratinocitiisstaura un contatto grazie alla
presenza di processi dendritici melanocitici (Jimbet al., 1993). La melanina
prodotta nei melanosomi e trasferita ai cheratinoaftraverso questi stessi
processi.

Sebbene non sia molto comune, il melanoma rappeeseforma piu letale
e aggressiva tra i tumori cutanei. |l melanoma medapresenta la maggiore
incidenza e mortalita nelle popolazioni caucasiemel mondo si verificano circa
100.000 nuovi casi all'anno, corrispondenti all’18b tutti i tumori maligni.
Attualmente in Italia l'incidenza del tumore auneemnmediamente del 5-7%

I'anno.



Le osservazioni cliniche a lungo temine e quellopatologiche sul
melanoma cutaneo hanno permesso di definire cinou®rtanti stadi della

progressione tumorale (Clark, 1991).

)] Il nevo comune acquisito, la piu precoce lesiondanuitica
iperplastica.
i) Il nevo displastico con incrementata atipia stmatie) il candidato a

precursore del melanoma cutaneo.

i) La fase di crescita radiale (RGP), primo stadio igmal senza
capacita di rapida crescita e metastatica.

iv) La fase di crescita verticale (VGP), caratterizziain’infiltrazione
cellulare maligna a livello dermico e del sottocgta con un
associato rischio di disseminazione sistemica.

V) Il melanoma metastatico, il livello piu avanzato pibgressione

tumorale.

Poiché il melanoma tende generalmente ad insoegeum’eta relativamente
precoce rispetto alla maggior parte degli altri dunsolidi, un numero limitato di
eventi € probabilmente richiesto per la sua trasf@ione maligna. Tra i fattori di
rischio si annoverano la familiarita, l'alta deasidi nevi, la loro atipia
morfologica e la pelle chiara. Tuttavia, oltre asf fattori genetici, vanno inclusi
anche diversi fattori ambientali, quali 'esposiaoalla luce solare, che possono
aumentare il rischio di insorgenza del tumore. dtinione della carcinogenesi ad
opera delle radiazioni UV e dovuta probabilmentia diretta interazione dei
fotoni con il DNA o a meccanismi indiretti che gesmeo molecole reattive (es.

chinoni, ROS) in grado di danneggiare il DNA (Petlal., 1987).



E noto che il melanoma & caratterizzato dalla pzseli alterazioni di diverse
vie del segnale, quali NRas (Demunter et al, 20BRaf (Davies et al, 2002),
PTEN/PI3K/Akt (Stahl et al, 2004), il segnale custio del recettore dellFGF
(Becker et al., 1992), Wnt (Bittner et al., 2000eé&karatna et al., 2002), e
pl6/ARF (Cannon-Albright et al., 1996). Tali alteiani causerebbero la crescita
incontrollata, la resistenza all’apoptosi e i com@menti metastatici.

Oggi un considerevole sforzo si attua per lo sytupi terapie mirate ad
inibire queste funzioni tumorigeniche, come purer @entificare nuove vie di

segnale coinvolte nel melanoma.

b. La via del segnale del Notch

Nel 1917 Morgan descrisse una varieta di moscdaha frutta Drosophila
melanogastgr con delle tacche ai margini delle ali (Morgan,17R Questo
fenotipo caratterizzato da ali con tacchet€hed risulta da una parziale perdita
della funzione del gene Notch di Drosophila, clonatmeta degli anni 80 (Kidd
et al., 1986). Il gene Notch codifica per un remetttransmembrana, parte di una
cascata di segnale altamente conservata che riegodenunicazioni intercellulari
e che e coinvolta in importanti funzioni negli onggeani superiori, sia durante lo
sviluppo che nellomeostatsi tissutale. Il primoaago umano del gene Notch di
Drosophila & stato identificato negli ultimi annd §Reynolds et al., 1987).
All'inizio degli anni 90, Ellisen et al. (1991) hao identificato il gene con il
clonaggio e il sequenziamento di una traslocazmmoeenosomica in un piccolo
numero di cellule T linfoblastiche di campioni dizienti con leucemia. Le cellule

T di questi pazienti presentavano una traslocazit{ie9)(q34;q34.3), che



induceva l'espressione del recettore NOTCH1, trtmealivello N terminale e
indipendente da ligando. Questa scoperta rappeeseprima associazione fra la
cascata del Notch e il cancro nell'uomo. Nel 200diraostro che circa il 50% dei
pazienti affetti da leucemia linfoblastica acutzedlule T aveva mutazioni nel
gene umano NOTCH1 (Weng et al., 2004). Quest'ultsc@perta apri la strada a
molti ricercatori per identificare un simile ruodel Notch nei tumori solidi. Nel
frattempo i biologi dello sviluppo hanno identifioaquattro membri della
famiglia Notch nei mammiferi (Notch1-4), le cui fiani sono fondamentali per
lo sviluppo embrionale e post-natale, come puré reliluppo di diverse forme
tumorali.

Nei tessuti dei vertebrati e durante la tumorigenémibizione della
differenziazione, l'avvio ai processi proliferativa specificazione della linea a
livello delle ramificazioni dello sviluppo e l'incdione della differenziazione
rappresentano le funzioni piu importanti del ségrdotch. Quindi, vi € un
interesse sempre maggiore nel bloccare o attitasegnale Notch in differenti
contesti.

| mammiferi possiedono quattro recettori Notch (@hdt-4) che riconoscono
cinque ligandi (Delta-likel, 3, e 4 e Jagged 1 e(Rjay, 2006). Appena
sintetizzati i recettori Notch vengono proteolitiwente scissi da una proteasi
furina-simile nell'apparato del Golgi durante irdotrasporto verso la superficie
cellulare (sito S1). Questa scissione genera umettge eterodimerico che
consiste di una unitd extracellulare N la quale viene legata non
covalentemente ad una seconda subunita contereddeninio extracellulare di
eterodimerizzazione e il dominio transmembrana,uisggda una regione

citoplasmatica del recettore Notch'J. La porzione extracellulare dei recettori



contiene tra i 29 e i 3éepeatsEGF-simili coinvolti nel legame del ligando,
seguiti da trerepeatsLIN12 ricchi in cisteina che prevengono una attivae
indipendente da ligando, e da un tratto idrofobitcaminoacidi che mediano
I'eterodimerizzazione fra I e N™. La coda citoplasmatica del recettore
comprende elementi multipli che includono dominr pegnali di localizzazione
nucleare, come pure per interazioni proteina-pnatei transattivazione.

Come schematizzato in fig.1, la via del segnalechgirende inizio con
l'interazione ligando-recettore tra cellule adiateche porta a due scissioni
proteolitiche del recettore. La prima € mediatantalloproteasi della famiglia
ADAM, che scindono i recettori a 12-13 ammicida a monte della regione
transmembrana (sito S2). Il dominio extracellulan@osso viene endocitato dalla
cellula che esprime il ligando, un processo che Perdlente da
monoubiquitinazione della coda citoplasmatica agrdi ad opera di ligasi E3-
ubiquitina. L'interazione con il ligando a livelldel N°“ induce un cambiamento
conformazionale del recettore per permettere ldeplisi a livello del sito S2.
Dopo la rimozione del dominio extracellulare, andeun secondo taglio nel
dominio transmembrana (sito S3), mediato dalsecretasi di un complesso
multiproteico. Questa scissione libera il domimtracellulare dei recettori Notch
(NICD, Notch intracelllar domaih che successivamente si porta al nucleo per
eterodimerizzarsi col fattore di trascrizione CSllo ascopo di formare un
complesso trascrizionale nucleare con breve emilitattore di trascrizione CSL
e chiamato CBF-1 nelluomo, soppressoréhdirless nella Drosophila, Lag nel
Caenorhabditis elegane RBP-J nel topo. In seguito al legame col CSLCINI

recluta altri coattivatori, quali le proteine mastend (MAML1-3), le quali a loro
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Fig.1 a: Il singolo peptide Notch (circa 300 kDa) viene sti#zato e fucosilato nel
reticolo endoplasmatico (ER) dalla fucosiltrasfere&IT1. b: Questo processo
facilita I'invio della proteina vero il trans-Golgilove viene tagliato da una proteasi
furina-simile al sito S1 per generare |'eterodimegato non covalentemente. Tale
eterodimero & composto da una porzione intra- é@e@lulare. Successivamente
I'eterodimero subisce delle glicosilazioni ad opdraaumerose glicosiltransferasi
appartenenti alla famigligdcringe. c¢: l'eterodimero si associa alla membrana
plasmatica dove funziona da recettatel'interazione coligando induce il taglio
proteolitico del recettore ad opera di proteasi ADA(a disintegrin and
metalloproteinase  TACE ¢umour-necrosis-factos-converting enzymee: La
porzione intracellulare del frammento transmembraig@e monoubiquinatof:
Seguono l'endocitosi del frammento transmembraniataglio ad opera dellg-
secretasi endosomiale che rilascia del frammentoadellulare. g: il Notch
intracellulare trasloca nel nucleo per associamsi ¢ repressore trascrizionale
(CSL) per la regolazione dell'espressione genic@oA( coattivatori; CoOR,

corepressori).



volta reclutano il mediatore di trascrizione MED& fiinduzione dell’espressione
trascrizionale dei geni target a valle.

Alcuni geni target del Notch, inclusi i membri delflamiglie enhancer-of-
split (Hes) eHairy-related (Hrt o Hey), sono presenti in molti tessuti, meritri
sembrano essere geni target tessuto-specifici. fRestudi infatti rivelano
'esistenza di un grande numero di geni che possssere direttamente regolati
dal Notch (Krejci et al., 2009; Weng et al., 2Q06)

Inoltre la via del segnale del Notch puo essermladg a diversi livelli,
inclusa l'espressione cellulo-specifica di ligan&d recettori, o tramite
glicosilazione del dominio Notch extracellulare parte della glicosiltrasferasi
Fringe, la quale influenza l'affinita dei recettdNbtch a certi ligandi (Haines e
Irvine, 2003). Infine, il dominio PEST, situato 'aefitremita C-terminale del
recettore, € responsabile della rapida degradazioediata dall’'ubiquitina, per

assicurare una breve attivita del Notch (Thompgai. 2007).

c. Il fattore di crescita trasformantgt (TGF#1)

Il fattore di crescita trasformanfe{TGF{) regola alcuni processi cellulari
fondamentali, quali la crescita, la migrazioneddsione, la formazione della
matrice extracellulare e l'apoptosi. 1| T@Fe anche coinvolto nei processi
immunitari e inflammatori agendo da potente fattonemotattico, che riesce a
reclutare monociti, neutrofili e linfociti a condeswioni femtomolari. TGHL, -
B2 e $3 rappresentano le tre isoforme presenti nei maemmiffra queste
isoforme il TGFB1 e il piu ampiamente espresso nel sistema immimit@ome

by

gia detto, esso € una citochina pleiotropica cotemie attivita modulatoria



(Govinden e Bhoola, 2003). Topi privi di TGH- sviluppano una malattia
inflammatoria autoimmunitaria multiorgano che lirfao alla morte nel giro di
alcune settimane dopo la nascita (Kulkarni et 4993). Poiché tale morte
neonatale, come pure linflammazione, possono @ssatate con l'eliminazione
della popolazione cellulare T matura, le cellule giocherebbero un ruolo
importante in questa forma inflammatoria severaniBeddy et al., 2004). Topi
transgenici, le cui le cellule T sono incapaciidpondere al TGBB; sviluppano

malattie autoimmunitarie, suggerendo cosi cheghate del TGH e essenziale
per 'omeostasi delle cellule T (Li et al., 2006).

Il TGF-B viene sintetizzato inizialmente in forma inattiigprecursore pre-
pro-TGF{. La pro-proteina dimerica viene chiamata pept&oaiato alla latenza
(latency-associated peptide, LARI complesso LAP/TGH- si lega alla proteina
legante il TGH (LTBP) di circa 125-160 kDa. Quindi il complesso
LTBP/LAP/TGF4, una volta secreto, interagisce col collagenetre g@roteine
della matrice di tessuto (Taylor, 2009).

Le vie del segnale piu importanti dei recettori FBERTGF$R) sono
relativamente semplici (Massague, 1998). Dopo ssdegato al TGH, |l
recettore attiva i fattori di trascrizione Smadmpmsti da tre proteine simili: due
Smad associati al recettore (Smad 2 e Smad3)Senlad4. Lo Smad2 o 3 viene
direttamente fosforilato e attivato dal recettategmerizzandosi con lo Smad4 o
TIFly (He et al., 2006). Il complesso Smad attivo tresloel nucleo e, insieme
ad altri cofattori nucleari regola la trascrizioshe geni target. Esistono comunque
delle vie Smad-indipendenti (Derynck e Zhang, 2008jraverso meccanismi
ancora poco noti, il TGB-induce una rapida attivazione delle vie della akin

regolata da segnale extracellulare Ras (Erk), ddidPK, TAK1-MKK4-JINK,

10



TAK1-MKK3/6-p38, Rho-Rac-cdc42 MAPK e PI3K-Akt. Qudi il TGFf

esercita i suoi effetti sulle funzioni cellularatnite meccanismi diversi tra loro

(fig. 2).
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Fig. 2. Il TGF-B si lega alla chinasi recettore di tipo Il recludarcosi il recettore di tipo
I, che si fosforila. Nella via di segnale dipendedalle Smad, il recettore di tipo | attivato
fosforila quindi lo smad2 e Smad3 associati alttece, i quali a loro volta formano un
complesso con lo Smad4 per traslocare infine neleou Quindi si forma nel nucleo
complesso Smad attivato che, insieme ad altri iva&tti e fattori leganti il DNA cellulo-
specifici, regolano l'espressione genica. Oltra ®ith canonica dipendente dagli Smad, il
TGF{ puo attivare le vie della chinasi N-terminale JUNIK) e della proteina chinasi
attivata da mitogeni (MAPK; p38). Esistono altringoonenti Smad, qui non raffigurati,

quali gli Smads1, 5 e 8 e gli Smad inibitori (I-St6ae 7).
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d. Il fattore di trascrizione FOXP3

Le proteine Forkhead rappresentano una grande famiglia di fattori di
trascrizione, diversi dal punto di vista funzion@f@ufmann e Knochel, 1996). II
nome forkhead deriva dal prodotto genidork head della Drosophila
melanogaste(fkh), richiesto per la formazione delle regiomlaionali terminali
(Weigel et al., 1989). Successivamente a questpeszoe stato identificato un
nuovo gruppo di fattori di trascrizione epatici fEmiglia del fattore nucleare
epatico 3, HNF3), i quali presentano domini di imgacol DNA molto simili a
quelli del prodotto genico fkh (Lai et al., 199Q@a scoperta di questmotif
forkheadporto alla definizione di una nuova famiglia ditéai di trascrizione che
sono presenti dal lievito alluomo. | fattori diascrizione forkhead sono
comunemente associati con la regolazione dellaugyd. Negli ultimi quindici
anni sono stati identificati oltre cento membri lalefamiglia dei fattori di
trascrizione forkhead. Il simbolo FOXofkhead bok viene utilizzato per tutti i
fattori forkhead dei vertebrati. Esistono 15 saioiglie (o classi) di proteine
FOX, e in ognuna di questa, un gene viene ideaticon un numero. | geni che
codificano per i fattori nelluomo vengono indicatin la sigla formata da tutte le
lettere maiuscole (FOX), mentre nei topi solamdiitéziale € resa maiuscola
(Fox). Sia le proteine umane e di topo vengonodaviadicate con tutte le lettere
in formato maiuscolo (FOX). Il dominio forkhead clega il DNA viene descritto
come unawinged helixper la sua caratteristica struttura a doppia sataile alla
forma di una farfalla (Clark et al., 1993). Poiclkéstruttura di tale domini e

invariata tra i diversi membri della famiglia, rim@ancora difficile spiegare come
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l'effetto funzionale del legame di questi fattorol cDONA possa indurre
l'attivazione (transattivazione) o l'inibizione lderascrizione genica.

La proteina FOXP3 contiene 431 amninoacidi e il peso molecolare e
47,25 kD. Essa contiene quattro siti funzionaliegpaiali (i domini repressore,
ZF (zinc finge), LZ (leucine zippéer e fork-head). Il dominio repressore e
localizzato nella regione N-terminale ed é ricltoester reprimere [attivita
trascrizionale mediata da NFAT (Bettelli et al.,08D Il dominio LZ mutato
conferisce una sia una dimerizzazione che unaduezsoppressiva del FOXP3
nelle cellule T (Chae et al., 2006). Il dominio FK¢bme gia detto, riesce a legare
il DNA (Ziegler, 2006).

Topi senza un espressione funzionale di FOXP3 nmancampletamente di
treg e sviluppano una severa autoimmunita. AncHBuomo vi € una forte
associazione tra l'espressione di FOXP3 e il fpootireg, sebbene tale relazione
sia molto piu complessa rispetto a quella dei t(@egler, 2006). Nelluomo
FOXP3 sembra giocare un ruolo critico nell'attivitiielle Treg, in quanto
mutazioni a livello del gene FOXP3 sono associate lo sviluppo di disordini
del sistema immunitario associati al cromosoma afaiterizzati da fenomeni
autoimmuni multisistemici (Bennet et al., 2001)cin le Treg di questi pazienti
presentano un ‘attivita soppressiva grandementéai(Bacchetta et al., 2006).

Fino a qualche anno fa, si credeva che l'espressioROXP3 fosse ristretta
solamente alla linea cellulare T. Oggi, invece, @onche tale fattore di
trascrizione viene anche espresso dalle celluleotaln(Ebert et al., 2008;
Karanikas et al., 2008). Hinz et al. (2007) hanmodtrato che il FOXP3 viene

espresso in cellule di carcinoma pancreatico e taliecellule inibiscono la
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proliferazione delle cellule T CDE€D25, permettendo cosi ['evasione
immunitaria delle cellule tumorali.

Bisogna infine ricordare che il FOXP3 espressoenekllule tumorali
potrebbe essere differente dal trascritto espremdle Treg. In alcune linee
cellulari tumorali, a differenza delle cellule T @IFOXP3, & stato identificata
una variante di mMRNA di FOXP3 privo degli esoni 8 ¢gbert et al., 2008).

L'espressione di FOXP3 nelle cellule tumorali ploibes rappresentare un
NUOVO meccanismo con cui il cancro sopprime ilesist immunitario per evitare
la sua distruzione. Non si sa ancora se l'esprmssgi FOXP3 influenzi
limmunitd endogena tumore-specifica. Tuttaviaspfessione di FOXP3 nelle
cellule tumorali implicherebbe che la funzione éetlellule T potrebbe essere
modulata non solo dal FOXP3 ma anche dal FOXP3agscal tumore.

Il FOXP3 é stato studiato come target terapeutit@ stato dimostrato che
limmunita contro il tumore pud essere rafforzata wha vaccinazione che

sopprime le cellule esprimenti FOXP3 (Nair et 2007)

e. Meccanismi di regolazione del FOXP3 e "crosk-tdklle vie di segnale.

Il meccanismo attraverso il quale lo stesso FOXieBesregolato non e stato
ancora chiarito. Tuttavia recenti studi indican@ etcune vie di segnale, quali la
via degli STAT 6ignal transducers and activators of transcriplionel TGF-
B/Smad (ransforming growth factop/Smad, del Notch, per nominarle solo
alcune, sono strettamente correlate con la tragnazdi FOXP3 (Chen et al.,
2003; Tone et al., 2008). La regioppomoter/enhancedel FOXP3 contiene tre

sequenze non codificanti e altamente conservateS(Chnserved non-coding
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sequencke dove possono legarsi diversi fattori di tradone. La sequenza CNS1
contiene due elementi consecutivi che legano offiatti trascrizione Smad3 e
NFAT. Cio spiegherebbe il meccanismo con cui il TFegola la trascrizione di
Foxp3. Smad3 e NFAT agirebbero sinergicamente jaeetilazione istonica
della regioneenhancetre per l'induzione della trascrizione di FOXP3 (€ast al.,
2008). L'espressione del FOXP3 mediata dal PG essere regolata da vari
fattori. 1l segnale IL-2/STAT5 rappresenta, ad gsemun fattore essenziale per
la generazione delle cellule Treg (Davidson et 2007). Lo STAT6 attivato
dall'lL-4 puo legarsi al promotore del FOXP3 (Takeak al., 2008). Lo STAT1
sembra avere effetti differenti sull'espressioneigeedi FOXP3 mediata da TGF-
B. IL-27 e IFN«, citochine attivanti lo STAT1, amplificano l'espstoone di
FOXP3 indotta da TGB-(Ouaked et al., 2009).

Alcuni studi hanno dimostrato la partecipazione siegnale Notch nella
trascrizione di FOXP3 (Anastasi et al, 2003; Vigouw et al., 2003). |l blocco
del segnale Notch tramite anticorpi anti-Jaggeaib (@ei ligandi Notch1l) inibisce
la funzione soppressoria delle Treg in vitro (As&hal, 2008). Ancora, Si € visto
che il segnale Notch pud modulare il promotorE@XP3 attraverso meccanismi
dipendenti da RBP-J (una delle proteine della fémigCLS e importante
mediatore della via del segnale del Notch) e da 1Hésn repressore
trascrizionale). 1l complesso NICD RBP-J e Heslegano rispettivamente a un
sito altamente conservato localizzato nella regjpneenotrice e &N-boxeg(sito di
legame di Hes) vicino il sito di inizio trascrizale del gene FOXP3. La
dissezione del promotore di FOXP3 rivela il dupleféetto del sito di legame a
RBP-J e N-boxes: il primo sito regola I'attivita |deromotore positivamente,

laddove il secondo lo regola negativamente. Quihdsegnale del Notch
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regolerebbe il promotore del FOXP3 in maniera Imtasbassi livelli di Notch
attiverebbero il promotore attraverso il complessGD-RBP-J, mentre alti livelli
reprimerebbero tale promotore attraverso Hesl (@ugYet al., 2008). In figura 3
vengono schematizzate le vie del NOTCH e del BG#ella regolazione della
trascrizione di FOXP3.

Il segnale del Notch e del TGF convergono nelleole&gione di diversi
processi di sviluppo, inclusi quelli miogenici e differenziamento endoteliale,
pancreatico e neuronale. Sebbene si sia sempnatatehe i due sistemi agiscano
in parallelo come vie indipendenti, Zavadil et @001) in studio recente sulle
variazioni trascrizionali nei cheratinociti umanispesti a TGH hanno
identificato parecchi componenti della via del Nmtdncluso il fattore di
trascrizione Hes-1, un target diretto del segnatdchl La rapida induzione
dell'espressione di Hes-1 nei cheratinociti umadbotta dal TGH proverebbe
una possibile interazione fra le due vie. Successente Blokzijl et al (2003)
hanno dimostrato un sinergismo funzionale tra é&2del Notch e del TGB-nella
regolazione di Hes-1. In particolare, questi aul@mnno suggerito che il TGF-
possa regolare la trascrizione dal promotore Hesnlun modalita dipendente da
Notch, e che il dominio intracellulare del NotchGNI) coopera sinergicamente
con lo Smad3, un trasduttore intracellulare del JGHRllo scopo di indurre
I'attivazione di promotori sintetici contenentii sit legame multimerici per CSL e
Smad3. Questi risultati indicano che i segnali Neltch e del TGH sono
integrati da dirette interazioni proteina-proteitra elementi intracellulari di
trasduzione del segnale di entrambe le vie. La 4igmostra lintegrazione

funzionale delle due vie.
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Infine le vie del segnale Notch e T@Feonvergono anche nella regolazione
dell'espressione di FOXP3 (Samon et al., 2008nibizione farmacologica del
segnale Notch, effettuata tramite il trattamenta oo inibitore dellay-secretasi

(GSI) blocca l'espressione del FOXP3 indotta da-pG&amon et al., 2008).

a b

TGF-8 TCR NCID’—\
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Fig 3. Raffigurazione schematica della via del T@Bmad &) e del Notch If)

nella regolazione della trascrizione di FOXP3. S8had NFAT attivati

rispettivamente dal TGB-e dal TCR cooperano nell'acetilazione istonicaladel
regione enhancer nellinduzione della trascrizioind-OXP3. Il Notch modula la
regione promotrice di FOXP3 attraverso meccanisiBPR e Hesl dipendenti.
Basse concentrazioni di Notch attivano il promotaiteaverso il complesso NICD-
RBP-J, mentre alte concentrazioni della proteimaimeno il promotore attraverso

Hesl1.
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Fig. 4 Meccanismo di integrazione dei segnali Notch e PdFamite I'interazione
diretta tra lo Smad3 e NCID. Sebbene la figura maste il trasporto verso il
nucleo del complesso Smad3-Smad4 e NCDI sono ateémdipendentemente, e

possibile che la loro interazione possa avveniolhamel citoplasma.

19



I1. Scopo del lavoro

Poiché il ruolo e il meccanismo molecolare del oiet di trascrizione
FOXP3 nei tumori sono ancora sconosciuti, o scd@bpresente studio € stato
guello di esaminare I'espressione del trascrittiela proteina matura di FOXP3
nelle linee cellulari di melanoma A375 e A2058.

Come precedentemente accennato, diversi studi hdinmastrato urcross-
talk fra le vie del segnale Notch e il TBF-GIli Smads, i mediatori intracellulari
del segnale del TG riescono a legarsi anche a domini sia del Notde del
Notch4. Inoltre lo Smad3 puo formare un complesso €SL e NCID al fine di
attivare sinergicamente la trascrizione del gemgetaHes1 (Blokzijl et al.003).
Poiché, sia la via del TGFche quella del Notch sono coinvolte nella regolagi
della trascrizione del gene FOXP3, abbiamo condatesto studio per
determinare se ikcrosstalk delle due vie di segnale rappresenta un evento
fondamentale anche per l'induzione di FOXP3 neatied cellulari di melanoma
A375 e A2058. Gli esperimenti condotti in questadst si sono avvalsi del
trattamento con inibitore dellgsecretasi (GSI) allo scopo di inibire la via del

segnale Notch.
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[1l. Materiali e metodi

a. Colture cellulari e trattamenti

La linea cellulare dei melanociti &€ stata otterddha ditta Lonza (Svizzera).
La linea A375, ottenuta dallamerican Type Culture CollectigiRockville, MD,
USA), é caratterizzata da cellule con morfologidediple e derivate dal derma di
un melanoma maligno. La linea A2058, ottenuta dilmopean Collection of
Cell Culture (ECACCsalisbury, UK), € composta da cellule derivate aa u
linfonodo di melanoma metastatico e presentano maodologia epiteliale ed
aspetto fusiforme. Queste ultime esprimono i receper il Nerve Growth Factor
(NGF) e lamininaln vivo sono in grado di formare tumori e metastasi.

| melanociti normali sono stati coltivati in MB-M@.onza, Svizzera) con
laggiunta dei seguenti supplementi: PMA (forbo+iristatol3 acetato),
Bovine Pituitary Extractidrocortisone, riFibroblast Growth Facto#B, cloruro
di calcio, insulina, gentamicina solfato, amfotecB, FBS. Le linee di
melanoma A375 e A2058 sono state fatte crescepettigamente in DMEM e
RPMI-1640, contenenti L-glutamina e 10% di sier@ale bovino, penicillina (100
unitd/ml) e streptomicina (0,1 mg/ml). Le cellulens state incubate in atmosfera
umida a 37°C in anidride carbonica al 5%. Il terdpduplicazione delle linee del
melanoma e di circa 24-36 ore. Tutti i suddettidmtti sono stati acquistati dalla
ditta Invitrogen (Carlsbad, USA). Le cellule (2,681 sono state piastrate nel
medium completo e, dopo 24 ore di adesione, scat@ s$tattate con l'inibitore
della y-secretasi Xl (565773, Calbiochem, Germania) disciin DMSO a

diverse concentrazioni (5, 10 e aM) e rinnovato nelle culture ogni giorno a
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causa della sua breve bioattivita dalla preparazaaila soluzione. Lgsecretasi
(fig.5) utilizzata in questo studio &€ un dipeptaldeidico cellulo-permeabile (Z-
lle-Leu-CHO).

Alcuni esperimenti hanno previsto la stimolazioedellinee con 5 ng/ml di

rhTGH31 (Gibco, Langley, USA), disciolto in acqua.

Fig. 5 Formula di

O 0O struttura  dell'inibitore

H
/”\ N \)I\ della y-secretasi utiliz-
o) , H

zata nel presente studio.

Ir=

O  CH,CH(CHa),

b. Test di vitalita

L’inibizione della crescita cellulare e la vitalitille linee di melanoma sono
state valutate seguendo le curve di crescita ctesildi esclusione con il trypan
blue. Le cellule sono state poste in piastmaltiwvell da 12 pozzetti ad una
concentrazione di 2,5xi@ellule in 500pl dei rispettivi terreni. Dopo 24 ore,
ogni linea cellulare é stata trattata con GSI a&rmd® concentrazioni (5, 10 e 25
UM) per ciascuna linea cellulare. 1 controlli sost@ti eseguiti solamente col
cambio di terreno. Quindi, ogni 24 ore e per suziged giorni, le cellule sono
state staccate con tripsina (Invitrogen, Carlsbd8A) (tripsina/terrenol:1l) e

contate mediante test di esclusione del trypambd@amera citometrica di Birker.
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c. Estrazione del’lRNA e RT-PCR

L'RNA totale & stato estratto da un pellet di 3 & Tellule in coltura,
ottenuto tramite centrifugazione a 800 g per 10 ,ngon il sistema di
purificazione dellRNA totale Micro-to-Midi (Invitrogen, Carlsbad, USA)
secondo le istruzioni della ditta. Il pellet di RMAstato risospeso in 30 di H,O
DEPC (dietilpirocarbonato). La determinazione deltacentrazione del’lRNA e
stata eseguita con il NanoDrop® (Thermo Scientifi¢iimington, USA). La
lettura, preceduta dall’'autoazzeramento con actprdesDEPC, e stata effettuata
alla lunghezza d’'onda di 260 nindi assorbimento per le basi eterocicliche degli
acidi nucleici) e di 280 nmi\(di assorbimento per gli aminoacidi aromatici delle
proteine). La concentrazione dellRNA e stata esgaeinpug/ml. La qualita
dell'estrazione e stata verificata dal rapporto 2280, considerando ottimali i
rapporti tra 1.7 e 2.0 e dopo corsa elettroforeitd% di gel di agarosio in
tampone TAE (tampone tris acetato EDTA modificafid|ipore, Billerica, USA)
1x. Per la sintesi del cDNA, sono stati utilizzai? ug di RNA totale (estratto
come descritto in precedenza) di ciascun campione.

La reazione della trascrittasi inversa e l'ampéifibne PCR sono state
eseguite con reattore termico Eppendorf AG22331p¢Bdorf, Germania).
L’'RNA totale (2,2 ug) e stato portato alla temperatdi 65°C per 5 minuti e
quindi raffreddato in ghiaccio. Successivament@atasaggiunta una miscela di 20
pl contenente 0,15 pg di random primers (Invitro@earisbad, USA), tampone di
trascrizione, RNasi OUT (40 unita/ul; Invitrogemar@bad, USA), dNTP (I0mM

di ognuno) e trascrittasi inversa M-MLV (200 unitayitrogen, Carlsbad, USA).
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L’incubazione e stata eseguita a 37°C per 50 mihatreazione e stata inattivata
a 70°C per 15 minuti.
L'amplificazione e stata eseguita con 2 pl di cDMAUN volume totale di

50 pl contenente un mix di 200mM Tris-HC1, pH &80 mM KCI, 50 mM
MgCl,, 10 mM dNTP, 20 uM di primer specifici e 5 U/ulTag DNA polimerasi
(Invitrogen, Carlsbad, USA). | seguenti primersaatati usati (5>3):

FOXP3sense CACAACATGCGACCCCCTTTCACC

FOXP3antisense AGGTTGTGGCGGATGGCGTTCTTC

GAPDH sense: ACGTGATGCAGAACCACCTACTG

GAPDH antisense ACGACGGCTGCAAAAGTGGCG

Per 'amplificazione ogni ciclo é stato eseguitta demperatura di 93°C
64°C e 72°C per 60 secondi ciascuno. La reaziostata arrestata dopo 35 cicli.
La normalizzazione €& stata eseguita tramite aroplifone RT-PCR della
glucosio-6-fosfato-deidrogenasi (GAPDH). Per la igifigazione lintensita dei

pixel di ogni banda dei gel é stata determinatadsa programma ImageJ (NJH

Image, Bethesda, USA) e normalizzata alla quad&tea GAPDH.

d. Western blotting

Estrazione e dosaggio delle proteif®er l'analisi dell’'espressione proteica

di NOTCH1 (NICD) e FOXP3 sono stati usati estrptibteici totali dalle linee
cellulari di melanoma (2,6x£0cellule/piastra, diametro 100mm). Dopo i
trattamenti e le opportune stimolazioni, come d#éscmn precedenza, le cellule

sono state lavate con PBS freddo e le proteindi mtaplasmatiche e nucleari
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sono state estratte cdysis bufferRIPA (150 mM cloruro di sodio, 1,0% Triton
X-100, 0,5% deossicolato di sodio, 0,1% SDS, 50 g, pH 8,0) in aggiunta
dell'inibitore delle proteasi e fosfatasi. Dopo Béhuti in ghiaccio, il lisato e stato
centrifugato (13.000 rpm per 20 minuti, a 4°C) edurnatante, contenente le
proteine estratte, & stato raccolto e conservaB0°€. La concentrazione proteica
e stata determinata mediante saggio Bradford,zzaifido il kit Quick Start
Bradford (BioRad, Hercules, USA).

Elettroforesi su gel di poliacrilamide in SDBer lo studio dell'espressione

delle proteine é stata eseguita un’elettroforesjeal di acrilamide composto da
unresolving gel per la risoluzione dei campioni e ustacking geper I'effetto di
impaccamento dei campioni stessi. Di ciascun cangpgono stati caricati 54

di proteine totali diluite 1:1 (v/v) ihaemmli Sample Buffg62,5 mM Tris-HCI,
pH 6,8, 2% (p/v) SDS, 25% (v/v) glicerolo, 0.01%\pblu di bromofenolo] in
condizioni riducenti e portate ad ebollizione p@rrhinuti prima del caricamento.
L'acrilamide/N,N’-metilenbisacrilamide, il sodiodedilsolfato (SDS), la glicina,
l'ammonio persolfato, I'N, N, N’, N'-tetra-metildéndiamina (TEMED), il TBS
(20mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5), il poliossi-etilesorbitanomonolaurato
(TWEEN 20), il Laemmli Sample Buffer e l'agarosion® stati forniti dalla
BioRad (Hercules, USA). L’elettroforesi & stata dotta su Mini-Protean 3
Electrophoresis Cell 7.3x8.3 cm (BioRad; HerculétSA) utilizzando gl
spaziatori da 1.5 mm, un tampone di corsa 25 mig, 92 mM glicina, pH 8,3,
0.1% SDS, sottoponendolo ad un campo elettricoantstdi 90 Volt per 2 ore
circa, utilizzando un alimentatore POWER-PAC 308®Rad, Hercules, US).
Terminata l'elettroforesi, le proteine separategslidi poliacrilamide sono state

trasferite su nitrocellulosa (Trans-Blot Transferedium Pure Nitrocellulose
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Membrane 0.45um, BioRad, Hercules, USA) utilizzando un tampone 2l
Tris, 192 mM glicina, 20% MetOH (v/v), pH 8.3. llditing & stato eseguito con
la Mini Trans-Blot Elettrophoretic Transfer Cell i(Rad; Hercules, USA)
sottoponendolo ad una intensita di corrente costarB00 mA per 2 ore a freddo
utilizzando lalimentatore POWER-EPS-600 (Amershd&harmacia Biotech,
Svezia). Terminato il trasferimento, il filtro ditrocellulosa é stato lavato con T-
TBS (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0.05% Tween-20) pérrinuti totali con 3
cambi. E’ stato poi eseguito il bloccaggio dei sitiliegame aspecifici con una
incubazione di 1 ora a temperatura ambiente insoh#&zione 5% latte in polvere
(p/v) in T-TBS. Successivamente il filtro e statgubatoovernighta 4°C con i
seguenti anticorpi monoclonali: anti-Notch1-NICDl§do 1/1000, eBioscience,
San Diego, USA) e anti-FOXP3 (diluito 1/1000, eBiesce, San Diego, USA).
Come controllo di caricamento €& stato usato il GAP@Qdiluito 1/2000,
Calbiochem, Germania). Dopo lavaggio con T-TBS,nlembrane sono state
incubate per 1 ora a temperatura ambiente cond@p secondario (coniugato
con perossidasi di rafano HPR 1/2000, Calbiocheenn@nia). Dopo un ulteriore
lavaggio in T-TBS le membrane sono state trattaie un agente che emette
chemioluminescenza (ECL detection system, BioRaatcides, USA). Infine, la
rivelazione delle bande d' interesse € stata otéemuediante autoradiografia,
impressionando e poi sviluppando una pellicolagmafica messa a contatto con
il filtro trattato. Tutti gli anticorpi sono statncubati in soluzione T-TBS al 0,5%

di latte in polvere.
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e. Immunoistochimica

Per l'indagine immunoistochimica, 1x16ellule delle linee A375 e A2058
sono state piastrate su un vetrino. Dopo24 oreédalibiazione sono state trattate
con 5 ng/mL di rhTGPEL per 72 ore. Al termine dei trattamenti le cells@Eno
state lavate con PBS e fissate con paraformalddid&o, pH 7,4 per 20 minuti a
temperatura ambiente. Dopo tre lavaggi in PBS, #&lule sono state
permeabilizzate per 4 minuti con una soluzione @J6% di TritonX-100. Dopo
lavaggio in PBS, le cellule sono state trattate &&®m BSA per bloccare i siti
aspecifici di legame. Successivamente le cellul® state incubate con anticorpo
primario anti-FOXP3 (diluizione 1:100; eBioscienc&an Diego, USA)) per 2
ore a temperatura ambiente. Quindi, dopo lavaggioPBS si &€ passati al
rilevamento dell'anticorpo primario tramite compgles streptavidina-biotina-
perossidasi (ImmunoCru&taining System; SantaCruz Biotechnology Inc, USA),
secondo le istruzioni della ditta. Infine le cefluidono state controcolorate con
ematossilina di Mayer per 30 secondi e quindi digamte e montate. | controlli
negativi sono stati eseguiti con la sostituzion#aicorpo primario con siero

non immune (fornito dallo stesso kit di rilevaméntocon solo tampone.

f. Analisi statistica

| dati sono espressi come media + errore standaltd ohedia. Il confronto
tra le medie é stato eseguito col testi Student per campioni indipendenti. Le
differenze sono state considerate statisticamegméfisative per un livello di p <

0.05.
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V. Risultati

a. Il trattamento con linibitore della-secretasi induce una inibizione dose-

dipendente della crescita cellulare.

L’effetto dell'inibitore dellay-secretasi sulla proliferazione cellulare e stata
valutata tramite analisi della curva di crescitdledeellule di controllo (non
trattate) e delle cellule trattate con GSI alleamrirazioni di 5, 10 e 2B/ per 24,

48 e 72 ore. Le cellule di ogni linea non tratta@stravano una crescita lineare
nel tempo, mentre nelle cellule trattate si evidera un’inibizione della crescita

da farmaco dose-dipendente. Sia nelle A375 chee n&H058, dopo 24h di

trattamento era gia evidente un’inibizione dosesdgente della crescita. Alla
concentrazione maggiore (2oM) del farmaco si riscontrava una mortalita
cellulare piu elevata, indice della citotossicitamediata indotta dal farmaco.
L’inibizione della crescita raggiungeva il massirmo72h con esposizione alla

dose di 25uM di GSI (fig. 6).
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Fig. 6 Curve di crescite delle cellule in coltura trattaten GSI a

diverse concentrazioni. La freccia indica l'inidiel trattamento.

b. Le linee di melanoma A375 e A2058 esprimorattibife di trascrizione

FOXP3.

| risultati della RT-PCR nelle linee cellulari dietanoma A375 e A2058
hanno mostrato la presenza di mRNA di FOXP3. Hdriéto era maggiormente
espresso nella linea A2058 rispetto alla linea A37Bnelanociti, usati come
controllo, non mostravano alcuna espressione di ARN-FOXP3. Come marker
di normalizzazione, €& stato usato il trascritto ladegliceraldeide-6-fosfato
deidrogenasi (GAPDH) (fig. 7a).

La presenza della proteina matura di FOXP3 & statéermata nelle linee

cellulari  tumorali tramite [I'utilizzo del western lditing (fig. 7b) e
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dellimmunocitochimica (fig. 7c). Il western blatg mostrava una maggiore

espressione della proteina nelle cellule della A6&petto alla linea A375.
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Fig. 7 a Analisi semiquantitativa tramite RT-PCR dell'esgsione
del’mRNA di FOXP3 nelle linee di melanociti (med)nelle linee tumorali.
L'espressione é stata quantificata rispetto a el melanociti. L'asterisco
indica un livello di significativita p<0,0%: Analisi tramite western blotting
dell’'espressione proteica di FOXP8. Immunocitochimica delle cellule
A375 per il FOXP3 1; barra: 50um). Una reazione di controllo negativo e

rappresentata ic? (barra: 75um).
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L'immunomarcatura per il FOXP3 era prevalentemdotalizzata a livello

citoplasmatico. La linea A2058 mostrava una sinmieunocolorazione.

c. Il trattamento con TGIBL incrementa I'espressione genica e proteica del

fattore FOXP3 nelle linee di melanoma A375 e A2058

Per valutare l'influenza del TGt sul livello dell'espressione genica di
FOXP3, le linee cellulari sono state trattate doiTGF{1 a una concentrazione
di 5ng/ml per 48 ore. Il trattamento delle cellulanorali con tale citochina
induceva l'espressione di una maggiore quantitaRINA di FOXP3 rispetto alle
cellule non trattate. Tale incremento € stato n@ggente osservato nella linea
A375 (fig. 8a). La figura 8b mostra i risultati deéstern blotting sull’espressione
della proteina FOXP3 nelle due linee cellulari tuaip dopo stimolazione con
TGF{1 per 48 ore. L'immunocitochimica per il FOXP3 mnaga I'espressione
del fattore di trascrizione localizzata principahtes a livello citoplasmatico (fig.

8c).

31



espressione relativa del'mRNA

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

TGFB1+

TGFB1+

! H Foxp3 (167 bp)

47 kDa

37 kDa

Fig. 8. a Analisi semiquantitativa tramite RT-PCR dell'esgsione
del’'mRNA di FOXP3 nelle linee tumorali stimolateorc TGF$1. La
guantificazione dell’espressione é relativa a qualklle cellule non
stimolate L’asterisco indica un livello di signiitvita p<0,05.b: Analisi
tramite western blotting dell’espressione proteickh FOXP3. c:
Immunolocalizzazione di FOXP3 nelle cellule A375 barra: 25um) e

A2058 (2; barra: 6@m) stimolate con TGBA.
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d. Le vie del segnale del Notch e del P&GFcooperano nel modulare
I'espressione genica e proteica del fattore FOXBenlinee di melanoma A375 e

A2058.

Il trattamento di entrambe le linee cellulari tuorcon l'inibitore della
secretasi (GSI) alla concentrazione, per 24 e 48 oon alterava il livello
dellespressione genica di FOXP3 e quindi il farmmawn presentava alcun
effetto. Il GAPDH e stato utilizzato come markemndrmalizzazione (fig. 9).

Tuttavia, in seguito al trattamento delle due lideenelanoma con GSI per
72 ore alla concentrazione di}i28, I'espressione del’mRNA di Foxp3 subiva un
forte decremento rispetto alle linee di controllale decremento si presentava piu
significativo nella linea A2058. Dopo trattamentoncGSI e in presenza di 5
ng/ml di rh-TGPB1, si notava una parziale ripresa dell’'espressibie€OXP3, che
rimaneva comunque a livelli inferiori rispetto aetjudi controllo. Tale ripresa

risultava piu marcata nella linea A2058 (figura.10)
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Fig. 9 Analisi semiquantitativa tramite RT-PCR dell’esgmiene dellmRNA
di FOXP3 nelle linee tumorali trattate con GR5(M), per 24 e 48 ore. I
trattamento con GSI non altera il livello dell’espsione genica di FOXP3 e quindi

il farmaco non presenta alcun effetto. La quaraiione dell’espressione é relativa

a quella delle cellule non stimolate.
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Fig. 10. Analisi semiquantitativa tramite RT-PCR dell'esggione del'mRNA di

FOXP3 nelle linee tumorali trattate con GSI per of2 alla concentrazione di
25uM. L'mRNA di FOXP3 mostra un forte decremento rigpealle linee di

controllo. Tale decremento si presenta piu sigaifio nella linea A2058. Dopo
trattamento con GSI e in presenza di 5 ng/ml di@H31, I'espressione di FOXP3
mostra incremento, piu marcato nella linea A2058sterisco indica un livello di

significativita p<0,05.

L’espressione proteica di FOXP3 nelle linee delamema trattate con o
senza GSI per 72 ore e stata valutata medianteemme$iotting utilizzando
anticorpi specifici per il FOXP3. L'analisi tramit@estern blot ha dato risultati
simili a quelli dell’'espressione genica. Il trat@mo con il solo inibitore della
secretasi induceva un decremento dell'espressisoeiqa di FOXP3, che
risultava piu pronunciata nella linea cellulare A80 L'aggiunta di TGB1 al
trattamento con GSI induceva una parziale ripresdbedpressione proteica del

fattore di trascrizione che non raggiungeva comengquivelli presenti nelle
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cellule con sola stimolazione con TGFL. Il GAPDH é stato utilizzato come

marker di normalizzazione (fig. 11).
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Fig. 11. Analisi dell'espressione proteica di FOXP3 metkanestern blotting. Il
trattamento con GSl a 72 ore e alla concentraziib@&uM riduce sensibilmente
'espressione del fattore di trascrizione. L'aggaidel TGF1 al trattamento
induce una parziale ripresa della sintesi protdicaGAPDH é stato utilizzato
come marker di normalizzazione. L'asterisco indicalivello di significativita

p<0,05.
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Per definire se i trattamenti con GSI fossero raspbili della riduzione
dell'attivazione del Notchl, l'espressione del NIGD stata verificata con |l
western blotting utilizzando anticorpi specificie Lcellule tumorali trattate con
GSI alla concentrazione di 25uM per 72 ore mostrauana ridotta espressione
proteica del NICD. Mentre in presenza di 5 ng/mlTdsF{31 ricombinante,

'espressione del NICD subiva un modesto increméirgdlL2).
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Fig. 12. Western blotting dell’espressione proteica delmohio
intracellulare del Notch (NICD) nelle linee celltiladA375 e A2058. Il
trattamento delle cellule tumorali con GSI, allacentrazione di 25 uM e
per 72 ore, induce una ridotta espressione proteat&ICD. L'aggiunta
al trattamento col GSI di 5 ng/ml di TGH-, induce una parziale ripresa
dell'espressione del NICD. GAPDH ¢ stato utilizzatome marker di

normalizzazionel asterisco indica un livello di significativitag®,05.
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V. Discussione

Il presente studio dimostra che il fattore di trasosne FOXP3 viene
espresso nelle linee cellulari di melanoma A20583&5. Questa osservazione €
particolarmente interessante perché dimostra aspréssione del fattore di
trascrizione FOXP3 non e ristretta solamente adldule T regolatorie (Treg).
Questi risultati concordano con quelli di altri @t i quali hanno dimostrato la
presenza di FOXP3 anche in diverse linee cellulamorali (Karanikas et al.
2008; Hinz et al., 2007; Ebert et al., 2008).

L'espressione di FOXP3 é anche presente in cedjpiteliali non cancerose.
Chen et al. (2008), studiando topi Ragprivi di linfociti T, hanno dimostrato la
presenza del trascritto e della proteina di FOXP&eilule epiteliali di mammella,
polmone e prostata. Tessuti di intestino, fegatoere cuore non mostravano la
presenza del trascritto o della proteina.

Anche nelluomo é stata riportata la presenza eictitto e della proteina
di FOXP3 in cellule normali e cancerose; l'espm@ssi di FOXP3 nelluomo
mostra due situazioni opposte nelle cellule normali cancerose. Infatti
I'espressione di FOXP3 puo essere ristretta alie sellule tumorali. Hinz et al.,
(2007) hanno osservato che I'espressione di FOXR3resente nelle cellule di
carcinoma pancreatico, ma non nelle cellule norahalidotti pancreatici. Come
gia accennato, anche cellule di melanoma umandfferethze dei melanociti,
presentano FOXP3 (Ebert et al., 2008).

Una situazione opposta si ritrova nelle cellule nmali dell’epitelio
mammario e prostatico, in cui il fattore di trag@ne viene espresso nelle due

isoforme, come nelle Treg. A differenza di quantoaae nelle cellule normali, le
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corrispettive cancerose mostrano woavnregolazionalella proteina (Zuo et al.,
2007). Questi ultimi autori hanno notato che mditeee cellulari, tra quelle

esaminate, esprimevano un trascritto con deleziegii esoni 3, 4 e/o 8. Inoltre in
alcuni tumori, si riscontrava una delezione conglé¢l locus FOXP3. Wang et
al. (2009), indagando sull’epitelio prostatico umarhanno osservato che
l'espressione di FOXP3 era presente in tutte léuleekpiteliali osservate dei
tessuti normali, mentre lo era solamente nel 30Ptedsuti cancerosi, il cui DNA

di FOXP3 aveva mutazioni o delezioni.

La differenza che esiste nellespressione di FOXB3e cellule normali e
cancerose di mammella e prostata, suggerisce &emea di una relazione fra la
downregolazion&li FOXP3 e lo sviluppo del cancro (Wang et alQ20

I FOXP3 risulta quindi essere un gene soppresdoraorale nella
mammella e nella prostata. || FOXR@d-typedelle cellule normali, a differenza
di quello mutato delle cellule cancerose, riestagare e quindi a reprimere HER-
2 e SKP2, due oncogeni coinvolti nella carcinogemesmmaria (Zuo et al.,
2007), come pure il c-MYC, oncogene coinvolto nel&cinogenesi prostatica
(Wang et al., 2009).

La presenza di un’elevata espressione di FOXP& wellule di melanoma
permetterebbe al tumore di resistere agli attaa#i sistema immunitario,
mimando cosi l'attivita caratteristica delle calldl regolatorie. Come suggerito
da Ebert et al. (2008), le cellule di melanoma iespnti il FOXP3 potrebbero
sopprimere la proliferazione linfocitaria T, mosidasi piu potenti delle Treg.
Sebbene il FOXP3 espresso da linee di carcinomar@atico sia capace di

sopprimere la proliferazione linfocitaria T, comandstrato da esperimenti di
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RNA interferencé¢Hinz et al., 2007), ulteriori studi sono necesga confermare

tale ruolo del FOXP3 nelle cellule di melanoma.

| risultati da noi ottenuti mediante lindagine imnocitochimica per |l
FOXP3 mostrano una localizzazione di questa pratpievalentemente a livello
citoplasmatico. Questi dati concordano con quellialfri autori che hanno
evidenziato I'espressione citoplasmatica in alfi ¢i cellule tumorali (Hinz et
al., 2007; Ladoire et al., 2010). Risulta comunqilifficile interpretare il
significato della localizzazione citoplasmatica BEIXP3 nelle cellule tumorali di
melanoma. La presenza di una mutazione o delediergegnali di localizzazione
nucleare potrebbe essere responsabile di tale Snetem localizzazione
citoplasmatica di FOXP3. Wang et al. (2009) hanriatii osservato che tre delle
quattro forme mutate di FOXP3 si localizzavano cibplasma di cellule di

carcinoma pancreatico umano.

| meccanismi che regolano l'espressione di FOXP& reellule tumorali
rimangono ampiamente inesplorati. Nel nostro stuahibiamo osservato che il
trattamento delle linee cellulari tumorali con TE-induceva un incremento
dell'espressione del trascritto e della proteindF@XP3. Questa osservazione

suggerirebbe la presenza di un coinvolgimento d&iad.

Questo studio dimostra, per la prima volta neled umane di melanoma,
che il trattamento in vitro con l'inibitore delfasecretasi XII (GSI), come atteso,
inibisce l'espressione del NICD, parte attiva debdtdd, e parallelamente

I'espressione di FOXP3. Con l'aggiunta di T@Fnelle nostre linee, I'espressione
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del FOXP3 viene parzialmente ripristinata, suggaéoeun possibileross-talkfra

i due pathway.

Nel nostro laboratorio sono stati ottenuti dei Itesti preliminari su biopsie
di melanoma umano che confermerebbero i dati dftenwitro.

Studi recenti suggeriscono che Il'attivazione deidadel Notch &€ importante
per preservare le cellule staminali melanociticlp&ebbe giocare un ruolo nella
progressione del melanoma, estendendo cosi ladéka possibili vie di segnale
coinvolte nello sviluppo del melanoma. Studi microarray sull'espressione
genica di melanociti normali e di melanoma umaveleno unup-regolazione dei
recettori Notch, dei suoi ligandi e dei geni targetNotch2 e 'mRNA di Heyl
vengono espressi nelle cellule di melanoma in raisoaggiore rispetto ai nevi e
ai melanociti normali (Hoek et al., 2004). Massi (@006) hanno dimostrato che
I'espressione di Notchl e Notch2, come pure i landi, erano up-regolati in
lesioni melanocitiche maligne. Questi risultati gagscono che l'attivazione del
segnale Notch possa essere coinvolta nella crasaitarale del melanoma e nella
sua progressione, come supportato da Pinnix et(2809), i quali hanno
dimostrato che un’alterazione del segnale del Ngteba un ruolo specifico nella
trasformazione del fenotipo normale dei melanagtiani in tumore.

L'inibizione del segnale del Notch pu0 rappresentar fine un valido
trattamento contro il cancro. Sono disponibili dsestrategie farmacologiche, sia
a livello sperimentale che clinico, che permettdnbloccare il segnale in diversi
punti del pathwayNickoloff et al., 2003). Tra queste strategie, tuehe utilizza
I'inibitore della gamma secretasi sembrerebbe dappdmettente (van Es et al.,

2005).
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V1. Conclusioni

L'espressione e la funzione del fattore di tragmnz FOXP3 non possono
essere piu considerate esclusive di sottopopolaz@hulari T. Quindi il FOXP3
potrebbe essere considerato un fattore multifus@mdai molteplici ruoli
biologici che vanno al di la della gia nota atéivimmunosoppressiva. Queste
considerazioni suggeriscono la possibilita di naffwe l'immunogenicita dei
tumori, ad esempio, per mezzo d@ocking downdell’'espressione di FOXP3
usando la tecnica del’lRNAnterferenceo, alternativamente, per mezzo di
vaccinazioni. Le possibili strategie terapeutictiee anirerebbero a colpire le
cellule esprimenti il FOXP3, potrebbero tuttaviae seri effetti collaterali
autoimmunitari, in quanto verrebbero colpite aneh@&reg. Tuttavia, molte linee
cellulari esprimono una caratteristica isoformavgrilegli esoni 3 e 4, che non si
ritrova nelle Treg (Ebert et al., 2008). Quindiawaccinazione contro l'isoforma
A3,4 di FOXP3 eliminerebbe le possibili complicaziantoimmunitarie.

E indubbio che strategie terapeutiche pill efficasitro il melanoma sono
richieste, poiché il melanoma rappresenta un tumametoriamente
chemioresistente. La manipolazione farmacologidia dea del segnale di Notch
potrebbe quindi ulteriormente rappresentare unasipibs strategia per
l'inibizione dalla progressione del melanoma. A sabpo gli inibitori dellay-
secretasi rappresentano degli ottimi candidatianetlelta di approcci terapeutici

mirati a inibire la tumorigenesi e 'angiogenasvivo.
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