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Editoriale

Abbiamo raggiunto con questo numero l’incredibile numero cento della collana Caleidoscopio
nell’edizione italiana. Sento ancora una volta il bisogno di ringraziare singolarmente tutti gli
Autori che hanno contribuito a questo. Sono 248 che in maniera del tutto disinteressata hanno
collaborato dimostrando una disponibilità, un amore per la didattica e un sacro desiderio di
comunicare la ricchezza delle loro conoscenze che rende tutti noi particolarmente fieri di aver
dato tutto il nostro impegno e passione a questa impresa.

Quando iniziammo nel 1983, con un programma di due numeri l’anno, ed il Cav. Marco Pater,
Amministratore Unico della Medical Systems che ha supportato completamente queste iniziative
senza interferire nella politica generale della collana e nelle monografie, mi disse che avremmo
festeggiato insieme il numero cento, con un rapido calcolo mentale, sorrisi escludendo questa
eventualità per ragioni “naturali”. E mi sbagliai. Con una lungimiranza ed una intuizione che gli
“invidio” aveva già visto quello che poi si è realizzato, incluse le edizioni in lingua inglese e
spagnola e le altre riviste che hanno fatto seguito. 

Il terzo elemento chiave di questa impresa siete stati voi lettori, colleghi che con mille
telefonate, lettere e richieste ci avete confermato la bontà di quello che facevamo. Ed abbiamo
fatto non poco. Sono state stampate e distribuite oltre settecentomila copie, nella prima edizione,
della versione italiana. A ciò vanno aggiunte le ristampe (a volte anche tre dello stesso numero)
che sono state fatte per soddisfare le enormi richieste che alcuni numeri hanno avuto. Distribuite
tutte gratuitamente.

Il quarto elemento chiave sono tutte coloro che hanno collaborato materialmente al lavoro, le
mie efficienti collaboratrici che hanno imparato in breve (sopportando a volte anche la mia mania-
cale ricerca della soluzione migliore), tutto lo staff della Sig.na Alessandra Pater senza la cui abi-
lità non avremmo potuto fare, economicamente e materialmente, tutto quanto è stato fatto e tutti
quanti coloro che per brevità non cito ma che sono singolarmente nella mia mente riconoscente.

Sono sicuro che tutti noi abbiamo fatto qualcosa di buono per l'aggiornamento che è un
elemento chiave della professione di noi sanitari e questo ci rende tutti orgogliosi perché la
vostra soddisfazione è anche la nostra. Grazie a tutti per averci dato questa opportunità.

Vediamo adesso questo bellissimo ed attualissimo volume che ben interpreta il nostro spirito.
L’omeostasi della cellula dipende dal bilanciamento del processo di proliferazione, arresto

della crescita e morte cellulare programmata (apoptosi). 
La proliferazione cellulare segue un preciso programma: il ciclo cellulare. Questo viene

regolato da complessi proteici composti di cicline e chinasi cicline-dipendenti. Questi complessi
esercitano la loro funzione regolatoria con la fosforilazione di proteine chiave coinvolte nel
processo del ciclo cellulare. A loro volta, due importanti classi di geni regolano, attraverso queste
proteine, la normale proliferazione delle cellule: i  proto-oncogeni e gli onco-soppressori.

L’attivazione dei proto-oncogeni e l’inattivazione dei geni onco-soppressori per una mutazione
di un allele può determinare la crescita incontrollata della cellula.
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Proprio la mutazione del gene onco-soppressore p53 è una delle più frequenti alterazioni
genetiche che sia stata dimostrata associarsi ad una neoplasia nell’uomo. Sebbene meno
frequente in alcune neoplasia quali la leucemia linfocitica cronica, è comunque presente in
numerose neoplasia sia sporadiche che ereditarie che vanno dal carcinoma del colon a quello
della mammella, dal carcinoma epatocellulare a quello dell’ovaio ed agli astrocitomi maligni
dove la frequenza della mutazione è di circa il 40%. La mutazione del gene onco-soppressore
p53 determina la perdita della funzione di questo gene, che viene ben sottolineato nel titolo di
questa monografia, di “guardiano del genoma”.

Infatti gli agenti che danneggiano il DNA inducono la p53 che, a sua volta, causando l’arresto
della crescita, permette la riparazione del DNA prima della sua replicazione. Meccanismo che,
appunto, viene perso nelle mutazioni di questo gene, con conseguenti anomalie cromosomiche,
come l’amplificazione genica, che sono caratteristiche della progressione tumorale.

Tuttavia il significato di questi geni pare superare questi stessi aspetti in quanto la mutazione e
l’alterata espressione dei loro prodotti sembra abbia un significato clinico che si correla spesso
con la prognosi in particolari tipi di cancro e queste osservazioni stanno stimolando lo sviluppo
di nuove strategie nel tumultuoso campo della terapia sostitutiva genica.

Vediamo infine, rapidamente, gli Autori di questa monografia.
La dottoressa Francesca Zazzeroni, laureata in Scienze Biologiche nell’Università dell’Aquila

con una tesi sperimentale proprio su questo argomento è ora impegnata nel Dottorato di Ricerca
in Medicina Sperimentale presso la Cattedra di Patologia Generale; è una studiosa dotata di
notevoli capacità e di vivacissimo spirito di osservazione che non mancheranno di garantirle un
futuro ricco di risultati scientifici di notevole valore. 

La dottoressa Paola Muzi, biologa, è Tecnico Laureato presso il Dipartimento di Medicina
Sperimentale della stessa Università, ha una lunga esperienza nel campo della biologia cellulare
dei tumori ed una consolidata attività di ricerca con utilizzo delle tecniche di immunoistochimica
applicate a varie tematiche sperimentali di patologia umana. E’ autrice di oltre quaranta
pubblicazioni nei settori dell’immunologia, dell’oncologia e della biologia cellulare normale e
patologica.

Il Professor Mauro Bologna, caposcuola di questo attivo gruppo di ricerca, è medico chirurgo,
Professore Associato di Patologia Generale presso l’Università dell’Aquila.

Abbiamo avuto modo di conoscere ed apprezzare in questa collana il lavoro del Prof. Bologna
con la magistrale monografia dedicata proprio agli Oncogèni e siamo ben felici di averlo ancora
nella nostra nutrita famiglia.

Il Prof. Bologna ha maturato una importante esperienza internazionale frequentando in qualità
di Post-doctoral Fellow il Dulbecco Laboratory, The Salk Institute for Biological Studies, La
Jolla, in California e quindi in veste di Visiting Scientist lo stesso prestigioso Laboratorio.

Autore di oltre 120 pubblicazioni scientifiche su argomenti di immunologia, oncologia,
malattie infettive, chemioterapia e patologia ha soprattutto una grande capacità comunicativa e
didattica che gli permette di rendere comprensibile, immediatamente, nozioni complesse. E’
pertanto una Autore ideale che ha interpretato perfettamente lo spirito di questa collana.

Sergio Rassu
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I geni oncosoppressori: il freno della
crescita cellulare

La carcinogenesi è il processo attraverso il quale una cellula normale
diventa neoplastica, ovvero diventa capace di crescere in modo incontrollato
e disorganizzato, e di invadere i tessuti circostanti.

Una cellula diventa tumorale quando i meccanismi di controllo che
regolano il ciclo cellulare vengono in qualche modo modificati. Si possono
avere mutazioni che riguardano i geni coinvolti nell’attivazione del ciclo
cellulare oppure mutazioni che colpiscono i geni che sopprimono la
duplicazione della cellula. In ogni caso, le origini del cancro sono sempre
dovute ad una serie di alterazioni che riguardano i geni dello stesso in-
dividuo che sviluppa la malattia.

Gli oncogeni, ossia i geni che controllano l’attivazione e la progressione
del ciclo cellulare, sono stati i primi geni ad essere messi in relazione con il
cancro. Essi codificano proteine che possiedono effetti dominanti nella
trasformazione neoplastica. Cambiamenti genetici in questi siti possono dare
origine a cellule incapaci di regolare la propria attività proliferativa in
risposta a stimoli inibitori sulla crescita. Cellule con mutazioni a carico di
uno o più oncogeni possono perciò essere capaci di proliferare in modo del
tutto incontrollato, dando così origine ad un tessuto neoplastico.

Negli ultimi anni è stata scoperta una classe notevolmente diversa di geni
correlati al cancro: i geni oncosoppressori. Essi non agiscono nelle cellule
normali promuovendo la proliferazione cellulare, ma sopprimendola; la loro
inattivazione, dovuta ad alterazioni geniche, determina quindi la perdita dei
normali meccanismi di “freno” della crescita cellulare e permette alla cellula
che porta geni oncosoppressori mutati di trasformarsi in cellula neoplastica.

La ricerca sui geni oncosoppressori è oggi molto intensa. Mutazioni a
carico di questi siti genici sono state trovate in un’ampia varietà di tumori
umani: sembra sempre più fondata l’ipotesi che siano proprio queste le
alterazioni genetiche più importanti nella carcinogenesi.

I geni oncosoppressori, al momento della loro scoperta, erano stati
denominati antioncogeni, perché i loro prodotti proteici si comportavano in
maniera opposta rispetto alle proteine oncogeniche. In realtà, la proteina di
un antioncogene non ha sempre un’azione diretta su un oncogene, ma può
agire sul blocco della proliferazione cellulare con meccanismi diversi; per
questo motivo la denominazione di antioncogene non è apparsa più
giustificata ed è stata quindi abbandonata.



I geni oncosoppressori finora clonati agiscono a diversi livelli della via di
trasduzione del segnale, a partire dalla membrana cellulare fino al nucleo; in
alcuni casi sono risultati agire come regolatori negativi dell’espressione di
determinati oncogeni. 

L’esistenza dei geni oncosoppressori fu dimostrata per la prima volta alla
fine degli anni sessanta da Henry Harris. Lui e i suoi collaboratori fusero
cellule normali murine con cellule tumorali sempre di topo. Gli ibridi
ottenuti dovevano necessariamente contenere sia i geni “tumorali”, sia i geni
“wild type”. Inoculando queste cellule ibride sottocute a dei topi, i ricer-
catori non notarono alcuno sviluppo di tumore, cosa che accadeva invece in
seguito ad inoculo negli stessi animali delle cellule tumorali. Questa era una
chiara dimostrazione che i geni coinvolti nell’espressione del fenotipo
tumorale erano geni recessivi (geni oncosoppressori) (1).

Le prime mutazioni nei geni oncosoppressori sono state scoperte in
diversi tipi di tumori infantili. Il comportamento epidemiologico e clinico di
questo tipo di neoplasie del bambino poteva essere spiegato solo am-
mettendo che la causa dell’insorgenza di questo fenotipo tumorale fosse una
doppia mutazione a carico di entrambi gli alleli di una medesima regione
cromosomica. Si trattava, cioè, di tratti genetici recessivi; l’inattivazione delle
due copie di un gene oncosoppressore era perciò alla base della trasfor-
mazione maligna. Si aveva, quindi, una situazione con “perdita di un ca-
rattere”, mentre la tipica mutazione di un oncogene determina invece abi-
tualmente una “eccessiva espressione” di un carattere (2).

Una caratteristica fondamentale, oltre alla diversa funzione rispetto al
ciclo cellulare, distingue gli oncogeni dai geni oncosoppressori. Gli oncogeni
studiati finora sono sempre attivati tramite mutazioni di tipo somatico, cioè
alterazioni genetiche che avvengono in una qualsiasi cellula dell’organismo
ma che non si riscontrano nelle cellule germinali. Oncogeni mutanti attivati
non vengono dunque di solito trasmessi dal genitore alla progenie.

Al contrario, forme mutanti dei geni soppressori della crescita possono
essere effettivamente trovate nelle cellule germinali (spermatozoi o cellule
uovo) e possono pertanto essere trasmesse da una generazione all’altra.
Ovviamente, un bambino che, al momento del concepimento, erediti un
gene oncosoppressore mutato e sia quindi eterozigote per una mutazione
germinale avrà una maggiore probabilità di sviluppare un tumore nel corso
della vita (2).

Alla base della maggior parte dei tumori ereditari c’è, in effetti, uno stato
di eterozigosi per un gene oncosoppressore, che costituisce una condizione
di rischio per lo sviluppo di neoplasie che coinvolgono quel gene.
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Il primo gene oncosoppressore scoper-
to: il gene del retinoblastoma

Il primo gene oncosoppressore ad essere scoperto è stato il gene Rb del
retinoblastoma, un raro tumore dell’occhio che colpisce circa un bambino su
20.000 nati e che è provocato da due mutazioni consecutive che interessano
entrambe le copie del gene Rb nella stessa cellula retinica (2).

I retinoblasti sono i precursori delle cellule della retina, che rappresenta il
tessuto nervoso sensibile alla luce situato nella parte posteriore dell’occhio.
Le cellule che formano un retinoblastoma sembrano essere quelle normal-
mente destinate a costituire una delle due classi di cellule fotorecettrici, i
coni (l’altra classe sono i bastoncelli). Quando un retinoblasto si differenzia
completamente, a formare una cellula specializzata della retina, perde la
capacità di dividersi e quindi non può più dare origine ad un tumore. Que-
sto fatto spiega la distribuzione dei casi di retinoblastoma in relazione all’età
dei soggetti: casi di questo tumore non si osservano mai nei bambini di età
superiore agli 8-10 anni e negli adulti.

Già all’inizio degli anni ‘70, Knudson ipotizzò che nelle cellule colpite da
retinoblastoma esistessero due diverse mutazioni, in quanto egli osservò che
le forme bilaterali del tumore, spesso ereditarie, si riscontravano in età più
giovanili rispetto alle forme unilaterali, non ereditarie (3). L’ipotesi avanzata
da Knudson era che nel retinoblastoma di tipo familiare una mutazione
fosse presente già nello zigote e che fosse quindi stata ereditata da uno dei
genitori e poi diffusa a tutte le cellule somatiche del bambino, comprese le
cellule della retina; una seconda mutazione doveva poi intervenire poco
dopo la nascita a livello somatico in uno dei molti retinoblasti già portatori
della mutazione presente in modo congenito. Nelle forme non familiari, o
sporadiche, di retinoblastoma, Knudson ipotizzò che entrambe le mutazioni
necessarie per la formazione del tumore avvenissero a livello somatico e
locale, in sequenza ravvicinata, in una singola cellula retinica che poi si
espandeva e formava il tumore (2) (Fig. 1).

Alcuni anni più tardi, Yunis osservò che cellule provenienti da diversi
retinoblastomi presentavano spesso una delezione nel braccio lungo (q) del
cromosoma 13. Generalmente in tale cromosoma mancava qualche porzione
della banda 14. Ulteriori analisi cromosomiche dimostrarono che in alcuni
bambini affetti da retinoblastoma di tipo ereditario le delezioni sul
cromosoma 13 erano presenti oltre che nelle cellule tumorali anche in tutte le
altre cellule somatiche normali e nelle cellule somatiche di uno dei due
genitori. Quando una delezione veniva scoperta nei casi di tumore spo-
radico, invece, era invariabilmente circoscritta alle sole cellule tumorali e
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Figura 1. Ereditarietà dei geni oncosoppressori: un esempio paradigmatico è rappresentato dal
gene Rb isolato dal retinoblastoma umano. La forma familiare del retinoblastoma prevede
una mutazione ereditata ed una mutazione somatica avvenuta nell’individuo ammalato; la
forma sporadica prevede invece due mutazioni somatiche avvenute in rapida sequenza nel -
l’individuo ammalato, prima del compimento del dodicesimo anno d’età.

Cellule somatiche
dei genitori
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non se ne trovava traccia nelle cellule dei genitori (2). Queste scoperte con-
fermavano, perciò, la validità dell’ipotesi teorica della doppia mutazione
proposta da Knudson per spiegare l’origine del retinoblastoma.

Il gene del cromosoma 13, ovviamente coinvolto nell’insorgenza di que-
sto tipo di tumore, è stato chiamato Rb (da Retinoblastoma). Esso è stato
identificato per la presenza di una delezione estesa di tale cromosoma, che è
visibile talvolta addirittura al microscopio ottico. Una lesione cromosomica
così vasta rappresenta tuttavia soltanto uno dei numerosi meccanismi mu-
tazionali per mezzo dei quali il gene Rb potrebbe essere inattivato. Delezioni
molto più piccole, senza effetto sulla struttura visibile del cromosoma,
possono inattivare la funzione genica altrettanto bene.

Le moderne tecniche di biologia molecolare hanno permesso, infatti, di
dimostrare che in tutte le cellule di retinoblastoma esiste una piccolissima
delezione, non visibile all’analisi del cariotipo, che riguarda entrambe le
copie del cromosoma 13 ed è localizzata nella banda cromosomica 13q14.2.

Il passo successivo fu quello di cercare di capire a livello molecolare in
che modo il gene Rb potesse agire per limitare o inibire la crescita cellulare.

La proteina codificata dal gene Rb è una proteina fosforilata di 928
aminoacidi, con peso molecolare di 105 Kd, che ha una localizzazione nu-
cleare e che si lega al DNA in modo aspecifico (Fig. 2). 

Da un punto di vista strutturale, la proteina Rb può essere suddivisa in
quattro domini. Il dominio N, che si trova all’estremità aminica, è respon-
sabile dell’oligomerizzazione della proteina in vitro. I domini A e B, detti
“A/B pocket”, sono responsabili del legame di Rb a vari fattori trascri-

Caleidoscopio

Figura 2. La Proteina Rb.
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zionali, come E2F e varie oncoproteine virali, e risultano spesso mutati in
vari tumori. Il quarto dominio, detto “C pocket”, si trova all’estremità car-
bossilica della proteina; è stato dimostrato recentemente che questo dominio
è un sito di legame per c-Abl (il prodotto di un altro oncogene coinvolto
nella proliferazione cellulare, mutato soprattutto nelle leucemie).

Molte proteine nucleari hanno una funzione nel controllo dell’espres-
sione genica. Che anche la p105Rb svolgesse un ruolo di questo tipo fu ipo-
tizzato in seguito a studi sugli adenovirus, virus tumorali che producono
un’oncoproteina detta E1A (4). Questa oncoproteina virale forma un com-
plesso con la proteina p105Rb, che in questo modo viene inattivata. Dato che
la proteina E1A è un regolatore diretto dell’espressione genica, si pensò che
anche la proteina codificata dal gene Rb potesse essere direttamente coin-
volta nella modulazione dell’espressione genica. Oltre alla proteina E1A, la
proteina p105Rb si complessa anche con altri fattori proteici virali, come
l’antigene “large T” di SV40 e l’oncoproteina E7 del papilloma virus umano
16 (HPV-16) (Tab. 1).

Recentemente, è stato dimostrato da diversi laboratori di ricerca che la
proteina Rb sopprime la crescita cellulare legandosi a fattori trascrizionali
importanti per l’induzione dello stato proliferativo della cellula; il legame di
Rb determina una inibizione di tali fattori (5). In particolare, la p105Rb si
complessa con il fattore trascrizionale E2F, che normalmente attiva im-
portanti geni del ciclo cellulare. Il dominio di Rb che lega i fattori trascrizio-
nali è detto “A/B pocket”, come abbiamo già accennato, ed è lo stesso domi-
nio che lega le oncoproteine virali.

La proteina p105Rb si lega al fattore E2F quando si trova nello stato non
fosforilato. Questi complessi si formano nello stadio G1 del ciclo cellulare e
agiscono come repressori trascrizionali. Il fattore E2F è stato inizialmente
identificato come un attivatore del promotore E2 degli adenovirus, con la di-
mostrazione che riconosceva in questo promotore la sequenza TTTCGCGC.
Recentemente, è stato dimostrato che sequenze del tutto identiche a quella
del promotore E2 sono importanti per la regolazione della trascrizione di
geni cellulari come myc, myb, cdc2 ed e EGF (6).

L’attività oncosoppressiva della p105Rb viene regolata attraverso la
fosforilazione di alcuni residui aminoacidici della proteina. In fase G0 e G1
la proteina si trova in uno stato non fosforilato, e prima che la cellula inizi a
proliferare (fase S del ciclo cellulare), la p105Rb viene fosforilata. I gruppi
fosfato vengono, poi, nuovamente persi durante la mitosi.

Esistono sei siti principali di fosforilazione nella proteina; studi recenti
hanno dimostrato che la chinasi cdc2 (una proteina coinvolta nella rego-
lazione del ciclo cellulare) sarebbe responsabile della fosforilazione della
p105Rb. La fosforilazione determina una modificazione conformazionale
tale che la p105Rb si dissocia dai fattori trascrizionali, che divengono così
attivi (Fig. 3).
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Tabella 1. Legame ed inattivazione di p53 e di p105Rb da parte di proteine
cellulari e virali.
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Prove a conferma del fatto che la fosforilazione modula l’attività della
proteina Rb sono state ottenute dimostrando che l’inibitore della crescita
TGF-β previene la fosforilazione della proteina Rb, arrestando così la crescita
in fase G1 (7).

La fosforilazione di p105Rb è mediata dai complessi ciclina-chinasi
ciclina-dipendenti (Cdk) ed è un evento chiave per il passaggio dalla fase G1
alla fase S (8). Il TGF-β blocca il ciclo cellulare prima della fosforilazione
della proteina Rb in quanto blocca la sintesi di Cdk4, e quindi la formazione
dei complessi ciclina D-Cdk4, e inibisce la formazione dei complessi ciclina
E-Cdk2.

Esistono, quindi, tre modi per inattivare funzionalmente la proteina Rb:
1) le mutazioni dell’”A/B pocket” che annullano la capacità di Rb di lega-

re i fattori trascrizionali come E2F;
2) l’occupazione del dominio “A/B pocket” da parte delle oncoproteine

virali;
3) l’iperfosforilazione della proteina Rb, che è un fenomeno fisiologico

reversibile di regolazione negativa (Fig. 4).
E’ stato recentemente dimostrato che Rb ha anche un effetto inibitorio su

c-Abl. c-Abl è un prodotto genico con azione di tirosin-chinasi nucleare
capace di trans-attivare proteine come VP16 ed E2F, e capace di legare il
DNA (come si è detto è coinvolta soprattutto nello sviluppo di alcune
leucemie). 

In fase G1, la proteina Rb lega c-Abl attraverso il suo dominio “C
pocket”, inibendone l’attività tirosin-chinasica. Nel passaggio dalla fase G1
alla fase S, la proteina Rb viene inattivata mediante un processo fosforilativo,
e c-Abl riacquista la sua attività enzimatica. c-Abl è quindi attiva in fase S, ed
è possibile che partecipi alla regolazione dei geni che avviano la
duplicazione del DNA. c-Abl viene poi fosforilata e inattivata durante il
passaggio da G2 ad M, e alla fine della mitosi sia la proteina Rb che c-Abl
vengono defosforilate per azione delle fosfatasi, con il ripristino quindi della
situazione iniziale con Rb che lega e inattiva c-Abl (Fig. 5). 

Figura 3. Fosforilazione di Rb mediata dalle chinasi ciclino-dipendenti e
attivazione del fattore trascrizionale E2F.
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Figura 4. Meccanismi di inattivazione di Rb: a) RB ipofosforilata funzionale; b) RB
iperfosforilata inattiva; c) RB mutata inattiva; d) RB legata ad oncoproteine virali
inattiva.
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Figura 5. Inibizione dell’attività tirosin chinasica di c-Abl da parte di RB.
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Per quanto riguarda il ruolo fisiologico della p105Rb, studi su topi
transgenici hanno dimostrato che animali omozigoti concepiti da genitori
eterozigoti per una mutazione Rb muoiono prima dei sedici giorni di vita fe-
tale a causa di malformazioni all’encefalo e al sistema ematopoietico. Questi
esperimenti permettono di concludere che Rb è un gene di importanza fon-
damentale per lo sviluppo e che le mutazioni che lo colpiscono sono recessi-
ve sia nei confronti dello sviluppo che dell’effetto oncogeno (5, 9).

Inizialmente si era pensato che il gene Rb fosse correlato solo con l’insor-
genza del retinoblastoma. Studi successivi hanno, invece, evidenziato che
mutazioni del gene Rb sono presenti anche in altre forme tumorali, come gli
osteosarcomi, i carcinomi polmonari, i carcinomi mammari e i carcinomi
prostatici (10).

La penetranza del genotipo mutato è però molto alta nel caso del retino-
blastoma e di gran lunga più bassa nel caso di altri tipi di neoplasia.

Poiché il gene Rb è espresso in tutte le cellule ed ha un ruolo importante
nella normale fisiologia cellulare, non è del tutto chiaro perché le sue altera-
zioni siano così fortemente associate soltanto con il retinoblastoma. Proba-
bilmente, in altri tessuti diversi dalla retina esistono altri meccanismi rego-
latori che devono essere inattivati perché si abbia lo sviluppo di una neo-
plasia. Nel prossimo futuro assisteremo con altissima probabilità alla sco-
perta di numerosi altri geni oncosoppressori che saranno in stretta correla-
zione con molte neoplasie differenti (vedi anche pagina 34).
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Il più importante dei geni oncosop-
pressori: il gene p53

Le mutazioni del gene oncosoppressore p53 sono le più comuni altera-
zioni genetiche associate ai tumori umani, per quanto si è potuto accertare
fino ad oggi. Esse avvengono con alta frequenza in quasi tutte le neoplasie
ereditarie e sporadiche finora studiate, compresi il carcinoma del colon, il
carcinoma della mammella, il carcinoma epatocellulare, i tumori del polmo-
ne e dell’esofago, i tumori cerebrali, le leucemie e i linfomi, il tumore della
vescica e quello dell’ovaio. 

Mutazioni germinali in uno dei due alleli p53, inoltre, determinano
un’alta predisposizione allo sviluppo di tumore; è questa una condizione
familiare nota come sindrome di Li-Fraumeni (11). In questi ultimi anni si è
iniziato a chiarire che l’inattivazione della funzione soppressiva della cresci-
ta del gene p53 è una tappa quasi universale nello sviluppo dei tumori
umani, in quanto sembra che la funzione fisiologica della proteina p53 sia
essenziale per il mantenimento del fenotipo normale, non neoplastico, delle
cellule.

Il fatto che il gene p53 sia così frequentemente mutato nei tumori umani
suggerisce che il ripristino della normale attività del gene p53, ad esempio
attraverso trasfezione genica, potrebbe rappresentare una nuova strategia
terapeutica anti-tumorale.

La proteina p53 fu identificata per la prima volta alla fine degli anni ‘70 in
cellule infettate dal virus SV40 (simian virus 40) come una fosfoproteina che
co-immunoprecipitava con l’antigene “large T”. Si classificò, così, la p53
come antigene tumorale (12, 13). Poiché questa proteina sembrava non
condividere determinanti antigenici con l’antigene “large T” di SV40 e
poiché la proteina fu in seguito isolata anche da cellule di carcinoma em-
brionale murino non infettate da SV40, si concluse che la p53 è codificata in-
vece da un gene cellulare, e non da un gene virale (14) (Vedi Tab. 1 pag. 11).

Si dimostrò poi che la sequenza aminoacidica della p53 è altamente con-
servata nelle diverse specie di vertebrati; questo fatto indicava che la pro-
teina doveva svolgere un importante ruolo nella fisiologia cellulare.

Studi successivi hanno stabilito che la proteina p53 è presente in piccole
concentrazioni nelle cellule normali, e che questa concentrazione è signi-
ficativamente molto più alta nelle linee cellulari tumorali coltivate in vitro e
nei tessuti tumorali in vivo (12). La base molecolare di questo aumento dei
livelli di p53 nelle cellule tumorali è da attribuire probabilmente ad un feno-
meno di stabilizzazione post-trascrizionale, dovuta a cambiamenti nell’am-
biente cellulare, o a formazione di complessi con altre proteine cellulari o
virali. Il risultato è, in ogni caso, un aumento del tempo di emivita della
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proteina, che causa l’accumulo della proteina stessa e dunque un aumento
della sua concentrazione (15, 16, 17). Anche la maggior parte delle mutazioni
della sequenza genica che codifica per la p53 hanno lo stesso effetto (13, 12).

L’osservazione che molte cellule trasformate contengono più p53 rispetto
alle corrispondenti cellule normali ha fatto pensare che questa proteina
potesse giocare un ruolo importante nel controllo del ciclo cellulare e che
l’aumentata espressione di p53 portasse ad un aumento della proliferazione
cellulare. In altre parole, si pensò che la p53 fosse il prodotto proteico di un
oncogene (14). 

Osservazioni successive che indicavano che il gene p53 è in grado di
cooperare con l’oncogene ras nella trasformazione dei fibroblasti di em-
brione di ratto continuarono a sostenere l’ipotesi che il p53 fosse un
oncogene dominante e che contribuisse alla tumorigenesi fornendo uno sti-
molo per la crescita cellulare quando era iperespresso (12).

Nel 1989 Hind e coll. hanno dimostrato che in realtà molti degli studi in
cui il gene p53 era stato cotrasfettato con il gene ras erano stati realizzati con
cloni di p53 mutante. Quando questi esperimenti di cotrasfezione furono
ripetuti con cDNA del gene p53 “wild type” (non mutato), non si ebbe tra-
sformazione dei fibroblasti (14).

Questi risultati hanno permesso di stabilire, quindi, che il p53 è un gene
oncosoppressore che normalmente inibisce la crescita cellulare; alcune
mutazioni che colpiscono questo gene possono, in alcuni casi, dare origine a
proteine p53 mutanti che non solo perdono la loro normale funzione di
“freno” sulla duplicazione cellulare ma che acquistano anche una nuova
attività di tipo oncogenico, ossia stimolatoria nei confronti della crescita
della cellula. Questa particolare caratteristica di alcuni mutanti p53 ha reso
più difficoltosa e più confusa la classificazione del gene p53 come gene
oncosoppressore.

Ora, a distanza di 15 anni dalla sua prima identificazione, la p53 è
diventata una molecola di enorme interesse. Nel 1992, la rivista “Time” ha
attribuito a questa proteina il secondo posto tra gli argomenti scientifici di
maggiore interesse; nel 1993 la p53 è stata dichiarata “molecola dell’anno”
dalla rivista “Science”, una delle più autorevoli riviste scientifiche del
mondo (18, 19).

Caratteristiche biochimiche della proteina p53 “wild type”

Il gene p53 è localizzato sul cromosoma umano 17p13.1 ed è composto di
undici esoni (il primo dei quali non codificante)(20), per una lunghezza
complessiva di circa 20 Kb. Il gene p53 è espresso praticamente in tutti i
tessuti ed è altamente conservato in tutte le specie di vertebrati.
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Il prodotto proteico del gene p53 è una fosfoproteina nucleare formata da
393 aminoacidi (PM 53 Kd) che è coinvolta nella regolazione della proli-
ferazione cellulare.

La proteina presenta un dominio acido (residui 1-80), un dominio idro-
fobico (residui 75-150) e un dominio basico (residui 319-393) (Fig. 6).

Il dominio acido è responsabile della funzione di attivazione trascri-
zionale della p53, ed è molto simile al dominio acido osservato in vari fattori
di trascrizione ben caratterizzati. Se il dominio acido della p53 viene fuso
con la regione che lega il DNA della proteina Gal-4, la proteina chimerica
risultante può agire attivando la trascrizione dell’operone Gal-4. L’atti-
vazione trascrizionale dovuta a questa proteina chimerica non si realizza in
presenza di proteine p53 mutanti, della proteina adenovirale E1B, dell’anti-
gene “large T” di SV40, della proteina E6 dell’HPV-16 o dell’antigene EBNA-
5 del virus di Epstein-Barr (21); (22); (23). In cellule trasformate da questi
virus tumorali, infatti, la proteina p53 si trova complessata con antigeni
virali che ne inibiscono l’attività oncosoppressiva (Vedi Tab. 1 a pag. 11).

Il dominio che attiva la trascrizione è stato mappato nella regione
compresa tra i codoni 20 e 42. 

L’estremità carbossiterminale basica presenta una regione che permette il
legame della p53 al DNA. Questo stesso dominio è anche richiesto per
l’oligomerizzazione della proteina p53 (residui 324-356) e inoltre lega
covalentemente una molecola di RNA 5,8 S che rappresenta un segnale di
localizzazione nucleare per la proteina. Il dominio codificato dall’esone 11,
infine, è un sito di regolazione negativa che modula la capacità della p53 di
legarsi al DNA in modo sequenza-specifico (24).

Figura 6. Struttura della proteina p53.



L’oligomerizzazione della proteina p53, soprattutto in tetrameri di forma
allungata, è fondamentale per la sua funzione oncosoppressiva (25). Infatti,
già nel 1983 era stato dimostrato che la proteina “wild type” si lega in modo
non specifico al DNA e si è poi visto che questo legame può essere anche
sequenza-specifico (26, 16, 15, 17).

I siti del DNA che legano la proteina p53 sono stati mappati. Ognuno di
essi contiene due copie del decanucleotide 5’Pu-Pu-Pu-C-(A/T)-(A/T)-G-Py-
Py-Py-3’ separate da 13 coppie di basi con sequenza casuale. I siti che legano
la p53 hanno, quindi, un’ovvia simmetria (quattro copie dell’emisito 5’-
(A/T)-G-Py-Py-Py-3’ sono orientate, a due a due, in direzione opposta a for-
mare una struttura palindromica) (16). Questo suggerisce che la proteina p53
può legarsi a questi siti come tetramero; risultato, questo, confermato anche
da studi biofisici che indicano che la p53 in soluzione è tetramerica (17, 15).

La conformazione della proteina p53 è strettamente correlata alla sua fun-
zione: la p53 nella conformazione “wild type” è un repressore della crescita
cellulare, mentre alcune forme mutanti di p53 hanno una conformazione tale
che conferisce loro un’attività promotrice della duplicazione cellulare.

La struttura terziaria della proteina p53 “wild type” sembra essere stabi-
lizzata dalla chelazione di residui conservati di cisteina con ioni metallici,
probabilmente con ioni zinco (27). Due probabili domini di legame per lo
ione zinco (Cys135-X5-Cys141-X34-Cys176-X2-His179 e Cys238-X3-Cys242-X32-
Cys275-X1-Cys277) possono formare un ponte tra i domini II, III, IV e V, e
questo spiegherebbe come mutazioni lontane anche più di 150 aminoacidi
risultino avere  un effetto simile sulla struttura terziaria (27).

Un altro fattore importante che influenza lo stato conformazionale della
proteina p53, e quindi la sua funzione biologica, è il suo stato di fosfori-
lazione (28). Varie chinasi, tra cui la cdc2 chinasi, la protein-chinasi C e la
casein-chinasi II, aggiungono fosfati a vari residui di serina della p53. E’
stato dimostrato (24) che la fosforilazione aumenta la capacità di tetrameri
p53 in forma latente di legarsi al DNA. L’attività biologica della p53 è, in-
fatti, strettamente correlata alla capacità della proteina di legarsi al DNA e di
agire come fattore trascrizionale (29).

Anche la rimozione del dominio carbossi-terminale codificato dall’esone
11 del gene p53, dominio capace di inibire il legame della p53 stessa al DNA,
è un meccanismo molecolare che modifica il funzionamento della proteina.
Sembra infatti che nei fibroblasti dei roditori (30) possano avvenire “spli-
cing” differenziali dell’RNA in relazione al ciclo cellulare, che portano alla
formazione di varie molecole di p53 che non presentano il dominio rego-
latorio carbossi-terminale (24).

Un recente lavoro di T.R. Hupp e D.P. Lane ha dimostrato che i tetrameri
della proteina p53 possono essere presenti in una forma latente o in una
forma attivata, e che la conversione da una forma all’altra dipende da mo-
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dificazioni del sito regolatorio carbossi-terminale. In questo studio, gli autori
hanno visto che lo stato latente è dovuto ad interazioni di tipo cooperativo
tra i domini regolatori carbossi-terminali delle subunità di p53, in quanto
delezioni di questo sito regolatorio determinano una attivazione costitutiva
della p53. Modificazioni conformazionali di questi siti, dovute a fosfori-
lazione, determinano l’attivazione delle forme tetrameriche latenti.

Hupp e Lane hanno utilizzato un anticorpo monoclonale, il PAb421, che
si lega al tetramero p53 in corrispondenza del sito bersaglio della protein
chinasi C e determina la transizione da stato latente a stato attivo. Il legame
di questo anticorpo provoca, quindi, una modificazione conformazionale
nella p53 tetramerica simile a quella osservata dopo fosforilazione. Sono
necessarie due molecole di anticorpo bivalente o quattro frammenti Fab per
saturare i quattro siti regolatori carbossi-terminali e per neutralizzarne,
quindi, l’azione regolatoria negativa (Fig. 7). Sempre in questo studio, Hupp
e Lane hanno individuato un altro anticorpo, ICA-9, che si lega al sito
bersaglio della casein chinasi II e che può inibire allostericamente la capacità
della p53 di legarsi al DNA (24).

La p53 è, in conclusione, un tetramero regolato in modo allosterico, che
normalmente si trova in una forma latente e che può essere attivata con un
meccanismo ATP-dipendente dalla protein chinasi C o dalla casein chinasi
II. Lo stato di attivazione è, inoltre, reversibile (24). Scoperte di questo tipo
sono di enorme importanza da un punto di vista terapeutico, perché aprono
le porte alla caratterizzazione di tutta una serie di molecole che potrebbero
modulare il legame della p53 al DNA, e in particolare di quelle che potreb-
bero attivare proteine p53 mutanti e potrebbero dunque consentire di
ricondurre ad una regolazione proliferativa normale le cellule tumorali.

Figura 7. Attivazione della forma tetramerica latente di p53.
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Come la p53 sopprime la crescita cellulare

Negli ultimi due anni, lo scopo del lavoro di molti ricercatori è stato
quello di chiarire come la p53 “wild type” possa realizzare la sua attività
soppressiva della crescita. Si è visto che la proteina p53 è coinvolta nella
regolazione del ciclo cellulare, nella riparazione e nella sintesi di DNA, nel
differenziamento cellulare, nel mantenimento dell’integrità genomica e nella
morte cellulare programmata (apoptosi).

E’ stato dimostrato, infatti, che la p53 “wild type” si lega sia al DNA a
doppio filamento sia a quello a singolo filamento; che direttamente o indi-
rettamente agisce sull’origine della replicazione del DNA; che ha un ruolo
nel metabolismo dell’RNA in quanto catalizza sia la chiusura ad anello sia
cambiamenti conformazionali dell’RNA stesso; che, infine, si lega a specifici
tratti del DNA che presentano la sequenza di consenso 5’Pu-Pu-Pu-C-(A/T)-
(A/T)-G-Py-Py-Py-3’.

Se la p53 lega sequenze specifiche di DNA (dominio carbossiterminale) e
contiene un dominio acido aminoterminale di attivazione genica, dovrebbe
agire come fattore trascrizionale specifico. Ciò è stato dimostrato unendo la
sequenza genica che lega la p53 a monte di un piccolissimo promotore e di
un gene “reporter”, e poi analizzando quali fossero gli effetti della p53
sull’espressione di questo gene. Questi esperimenti sono stati realizzati sia in
vivo sia in colture di cellule di lievito e umane, e ciò che si è osservato è stata
una forte attivazione specifica.

E’ opinione comune che molte delle funzioni della p53 siano dovute alla
regolazione di geni bersaglio cellulari. Mercer e coll. hanno dimostrato che la
soppressione della crescita indotta dalla p53 è accompagnata dalla
diminuzione dell’espressione del gene proliferating-cell nuclear antigen
(PCNA). Il PCNA codifica per una proteina nucleare che interagisce con la
DNA polimerasi δ come cofattore. Anche l’espressione dell’oncogene B-myb
e del gene per la DNA polimerasi α diminuiscono in relazione al blocco del
ciclo cellulare mediato dalla p53. Si pensa che la p53 controlli l’espressione
del B-m y b direttamente e che la proteina di questo oncogene regoli a sua
volta la trascrizione del gene PCNA e del gene per la DNA polimerasi α (15).

Altri geni regolati positivamente dalla p53 sono: il gene MCK (muscle
creatine kinase); l’oncogene MDM2, che codifica per una proteina capace di
formare un complesso stabile con la p53; il gene c-e r b A, che codifica per il
recettore dell’ormone tiroideo; il gene Thy-1 marker di differenziamento; il
gene GADD45, la cui espressione è indotta da danni al DNA dovuti a
radiazioni ionizzanti ed è associata al blocco del ciclo cellulare in fase G1; il
gene p53 stesso; e ultimo, ma di grande interesse, il gene WAF-1/CIP-1 che
codifica per una proteina inibitrice delle chinasi ciclina-dipendenti.

La proteina p53 “wild type” può anche reprimere la trascrizione genica,
in particolare di quei geni regolati da promotori che contengono sequenze
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TATA-box o CAAT-box, probabilmente interagendo con i fattori trascri-
zionali che si legano a tali sequenze (31).

La proteina p53 interagisce non solo con questi fattori trascrizionali ma
anche con molte proteine cellulari, tra cui l’oncoproteina MDM2. Il
significato di questa interazione è stato recentemente chiarito: la proteina
MDM2 si lega alla p53 a livello del suo dominio acido di attivazione trascri-
zionale, che in questo modo viene “nascosto” al complesso di trascrizione.
L’MDM2 è quindi un regolatore negativo dell’attività soppressiva della
crescita della p53 (32, 33, 34).

Poiché la concentrazione intracellulare di MDM2 aumenta in relazione
alla presenza di p53, in quanto quest’ultima regola positivamente l’espres-
sione del gene MDM2, ciò che si realizza è un meccanismo di feedback
negativo che permette una fine regolazione dell’attività della p53 nella
cellula (35, 20).

Nel 30% dei sarcomi umani si ha amplificazione dell’oncogene MDM2,
che è localizzato sul cromosoma 12q12-13. La conseguente alta concen-
trazione di proteina MDM2 porta all’inattivazione funzionale della proteina
p53 e all’insorgenza della neoplasia. In questi casi, la p53 non è inattivata da
mutazioni geniche, ma dal legame con un’altra proteina cellulare (36, 37). 

Oliner e Vogelstein (35) hanno ipotizzato che i tumori che esprimono in
maniera anormale alti livelli di MDM2 potrebbero essere trattati intro-
ducendo nelle cellule tumorali peptidi che hanno la stessa sequenza amino-
acidica del dominio acido aminoterminale della p53. In questo modo, i
peptidi potrebbero competere con la proteina p53 per il legame con l’MDM2,
con la conseguenza che la cellula tumorale riacquisterebbe gran parte della
funzione oncosoppressiva della p53. Le cellule tumorali, cioè, potrebbero in
questo modo riacquistare il fenotipo normale (35).

Ma se la proteina p53 è un fattore trascrizionale specifico, da un punto di
vista funzionale quale è il suo meccanismo d’azione?

Già dal 1984 si sapeva che il trattamento di cellule con raggi UV induce
l’accumulo della proteina p53 “wild type” attraverso un meccanismo di
stabilizzazione post-trascrizionale. Lo stesso effetto si osserva anche in
seguito a trattamento con raggi γ e con farmaci chemioterapici che agiscono
sul DNA, con inibitori della topoisomerasi o con sostanze che in qualche
modo causano uno squilibrio nel pool di nucleotidi della cellula.

Kastan e coll. hanno poi dimostrato che questo aumento della concen-
trazione di p53 media l’arresto del ciclo cellulare in fase G1. Al contrario,
linee cellulari che non esprimono la p53 “wild type”, a causa di mutazioni o
delezioni nei loro geni p53, non mostrano arresto in G1 dopo sommi-
nistrazione di radiazioni γ (17, 14, 38, 39, 40, 41).

Il modello proposto in base a questi risultati per il ruolo biologico della
p53 vede coinvolta questa proteina in una via biochimica indotta dal danno
al DNA (Fig. 8). La normale p53 agirebbe dunque come una sorta di “poli-
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Figura 8. Ruolo dell ap53 nel controllo dell’integrità genomica.
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ziotto molecolare”, controllando l’integrità del genoma. Il danno al DNA
indotto dalle radiazioni γ o UV porta alla stabilizzazione della proteina p53
con un meccanismo post-trascrizionale che determina specifiche modifi-
cazioni della proteina. E’ stato dimostrato che gli agenti che danneggiano il
DNA e che causano un aumento della concentrazione della p53 inducono
anche il legame p53-DNA, probabilmente come conseguenza dei maggiori
livelli intracellulari di proteina p53 (42). L’aumentata concentrazione della
p53 e il suo legame al DNA portano ad un blocco della replicazione del
materiale genetico che permette alla cellula di avere il tempo necessario per
riparare il suo DNA danneggiato. Il legame p53-DNA infatti può attivare i
geni che arrestano la crescita e/o inibire la trascrizione dei geni che attivano
il ciclo cellulare, bloccando così la replicazione del DNA.

Se la riparazione non viene effettuata, la p53 potrebbe dare l’avvio al
processo di “suicidio” cellulare, detto apoptosi. Sia la riparazione corretta
del DNA sia l’apoptosi sono meccanismi che proteggono l’organismo dalla
sopravvivenza di cloni cellulari che presentano danni genetici.

Le cellule che presentano la p53 mutata o legata a proteine cellulari o
virali, comunque inattiva, non possono realizzare questo arresto in G1.
Queste cellule sono meno stabili, più soggette ad accumulare danni genetici
e subiranno una rapida selezione che favorirà lo sviluppo e la propagazione
dei cloni maligni.

Il ruolo chiave che la p53 svolge nel mantenimento della stabilità genetica
è stato confermato con un elegante studio che mostra una chiara corre-
lazione tra il corretto funzionamento della p53 e la soppressione dell’am-
plificazione genica (17).

Quando le cellule che contengono p53 “wild type” sono esposte allo
N(fosfonacetil)-L-aspartato (PALA), un inibitore della biosintesi dell’uridina,
le cellule si arrestano in fase G1 e non presentano cloni resistenti al farmaco.
Al contrario, cellule con p53 inattiva non mostrano arresto in G1 ed hanno
un’alta frequenza di cloni resistenti al PALA. La resistenza al farmaco è
dovuta ad amplificazione genica dell’operone che codifica per gli enzimi
carbamil-P-sintetasi, aspartato transcarbamilasi, e diidroorotasi.

L’amplificazione genica è un buon indice di instabilità genetica ed è di
riscontro molto frequente nelle cellule neoplastiche.

Questo esperimento mostra una chiara correlazione tra la perdita della
funzione p53 e l’aumento della instabilità genetica. La p53 ha, perciò, un
ruolo importante nel mantenimento dell’integrità genomica, la quale può
realizzarsi sia perché la p53 potrebbe prevenire i riarrangiamenti che sono
alla base dell’amplificazione genica, sia perché potrebbe inibire la crescita di
cellule che hanno subito amplificazione (43)

La proteina p53 rappresenta, quindi, un “checkpoint” del ciclo cellulare.
Per un corretto svolgimento del processo di duplicazione cellulare sono



necessarie tre classi di molecole: quelle che realizzano la progressione del
ciclo cellulare (cicline, chinasi ciclino-dipendenti); quelle che regolano (e
sembrano addirittura “autorizzare”) la risposta della cellula ai danni cel-
lulari o ai segnali esterni (i “checkpoints”); e quelle che mediano la comuni-
cazione tra i diversi “checkpoints” e gli effettori del ciclo e che costituiscono
la via di trasduzione del segnale.

La maggior parte dei geni oncosoppressori sono “checkpoints”, mentre
molte oncoproteine sono componenti della via di trasduzione del segnale
(recettori per gli ormoni, G-proteins, chinasi, fattori di trascrizione). Il gene
p53 è effettivamente un “checkpoint” perché, come tutte le molecole di
questo tipo, non è essenziale per la vitalità della cellula, ha un’azione
inibitrice sulla progressione del ciclo cellulare ed assicura un’alta fedeltà del
processo di duplicazione (43). In particolare, la proteina p53 è un “check-
point” del passaggio dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare.

Recentemente, tre gruppi di ricerca, in maniera indipendente, hanno
scoperto un gene regolato dalla p53, il cui prodotto proteico media la fun-
zione soppressiva della crescita che è connessa con l’espressione della stessa
p53 (44).

Wade Harper e Sthephen Elledge (45) stavano studiando le chinasi
ciclino-dipendenti (Cdk), enzimi importanti nella progressione del ciclo
cellulare perché, quando sono attivi, fosforilano una serie di proteine (come
per esempio la p105Rb) che sono coinvolte nel processo di regolazione della
duplicazione cellulare. Le Cdk sono attive da un punto di vista funzionale
solo quando sono associate con le cicline, che sono viceversa proteine che
agiscono come regolatori positivi delle Cdk.

Harper e Elledge stavano cercando ulteriori regolatori delle Cdk, e sono
giunti ad isolare alcuni geni che codificano per proteine che si legano alla
Cdk2, un enzima che permette il passaggio dalla fase G1 alla fase S. La
proteina codificata da uno di questi geni, chiamato Cip1 (Cdk-interacting
protein 1), era un’efficace inibitore della Cdk2 e di altre Cdk. Cip1 è, perciò,
un “freno” della duplicazione cellulare: determinate mutazioni in questo
gene possono essere causa di crescita neoplastica.

La proteina codificata da Cip1 ha un peso molecolare di 21 Kd, così come
la proteina codificata dal gene WAF1, isolato dal gruppo di ricerca di Bert
Vogelstein nello stesso periodo. Vogelstein e coll. (46) stavano studiando i
geni regolati dalla p53; WAF1 (“wild type” p53-activated fragment 1) è at-
tivato dalla p53 e quando viene introdotto in cellule tumorali inibisce la
crescita cellulare così come fa il gene p53. In realtà, fu presto evidente che
WAF1 e Cip1 erano la stessa proteina.

Un terzo gruppo, guidato da David Beach e Yue Xiong (47), ha pubbli-
cato contemporaneamente a Vogelstein ed Harper un lavoro su una proteina
di 21 Kd che si lega ai complessi ciclina-Cdk, inattivandoli. In questo caso
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non era stato clonato il gene, ma gli autori hanno messo in evidenza che
questa proteina risulta presente nei complessi ciclina-Cdk nelle cellule
normali e risulta invece assente in diverse linee cellulari tumorali, comprese
quelle in cui il gene p53 è inattivo. Beach ha ipotizzato, perciò, che la p53
possa regolare l’attività del macchinario di duplicazione cellulare.

Nel promotore del gene WAF1/Cip1 c’è un sito di legame per la p53 a 2,4
Kb a monte della regione codificante, e questo dimostra che WAF1/Cip1 è
un gene inducibile dalla p53 (48). Inoltre, la localizzazione nucleare della
proteina WAF1/Cip1 è coerente con la sua funzione inibitrice dei complessi
ciclina D-Cdk4 e ciclina E-Cdk2 perché le cicline A, D ed E, che sono coin-
volte nella progressione dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare, sono
proteine nucleari.

La p53 promuove l’espressione del gene WAF1/Cip1; il prodotto
proteico di questo gene si lega ai complessi ciclina-Cdk e ne blocca l’attività
chinasica. La mancata fosforilazione di substrati critici per la progressione
del ciclo, come la proteina Rb, determina quindi un blocco in fase G1 (34)
(Fig. 9).

Figura 9. Attivazione p53-dipendente della trascrizione di p21 e regolazione
del ciclo cellulare.



Il gene WAF1-Cip1 è inoltre identico ad un gene chiamato sdi1 (senescent
cell-derived inhibitor 1) clonato da James Smith e Olivia Pereira-Smith, nel
corso dei loro studi sull’invecchiamento cellulare. Il gene sdi-1 è molto più
attivo nelle cellule senescenti, inibisce la sintesi di DNA e quindi induce le
cellule a perdere la capacità di dividersi.

Recentemente, il gruppo di Nada ha descritto che i livelli di mRNA sdi-1
sono 10-20 volte maggiori nelle cellule senescenti e sono più elevati anche
quando le cellule in crescita diventano quiescenti (48).

Studi con anticorpi che riconoscono specificamente le differenti confor-
mazioni della proteina p53 hanno, infine, dimostrato che questa proteina
può avere anche una funzione attiva di promozione della crescita cellulare.
In particolare, si è visto che quando le cellule arrestate in G0 sono stimolate a
riprendere la proliferazione, la p53 cambia la propria conformazione
passando da “wild type” (conformazione in cui la p53 sopprime la crescita
cellulare) a mutante (conformazione in cui a volte la p53 promuove la
moltiplicazione cellulare). Risultati ottenuti da studi di legame della p53 con
anticorpi hanno messo in evidenza che la proteina p53 “wild type” assume
una conformazione di “tipo mutante” quando è legata al DNA, per via di
cambiamenti conformazionali che riguardano sia il terminale aminico che
quello carbossilico (49).

Oltre che nella mitosi, la p53 gioca un ruolo anche nel processo meiotico.
Topi transgenici che esprimono ridotti livelli di p53, sviluppano una sin-
drome degenerativa che riguarda la spermatogenesi, detta sindrome dege-
nerativa a cellule giganti. Gli spermatociti primari 4N non subiscono divi-
sione meiotica; inoltre in queste cellule avvengono ulteriori cicli di replica-
zione del DNA. Si originano così cellule giganti multinucleate (50). In uno
studio su questo modello sperimentale, Rotter e Levine hanno visto che,
dopo irradiazione, le cellule spermatiche realizzano un’intensa riparazione
del DNA, che avviene specificamente in fase di pachitene. Spermatociti
primari che non esprimono p53 non subiscono, nelle stesse condizioni, una
riparazione corretta del DNA (50).

p53 e apoptosi

Mentre in alcuni tipi cellulari l’iperespressione della p53 che si osserva in
seguito ad un danno al DNA produce un blocco del ciclo cellulare in fase G1,
in altri tipi cellulari la p53 attiva il meccanismo della morte cellulare
programmata, o apoptosi (51) (Fig. 10).

L’apoptosi è un fenomeno generale negli organismi multicellulari e sta
alla base di processi fondamentali come l’organogenesi, l’omeostasi tissutale
e la selezione negativa dei cloni linfocitari autoreattivi. L’apoptosi viene
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indotta non solo dai processi di controllo dello sviluppo, ma anche da insulti
tossici per la cellula, ed in particolare da agenti che danneggiano il DNA.
Potenti regolatori dell’apoptosi sono il gene myc e il gene bcl-2. Quando myc
è iperespresso induce apoptosi, mentre l’iperespressione di b c l-2 rende le
cellule resistenti alla morte cellulare programmata (52).

Il ruolo del gene p53 nell’apoptosi è stato oggetto di recenti studi. Lavori
sull’induzione della morte cellulare programmata nei timociti (53, 54, 55, 56)
hanno dimostrato che esistono due vie di induzione dell’apoptosi, una p53-
indipendente e l’altra p53-dipendente.

Si è visto, infatti, che i timociti che hanno la proteina p53 funzionalmente
inattiva mostrano una normale risposta apoptotica al trattamento con gluco-
corticoidi, ma sono straordinariamente resistenti all’induzione del processo
con radiazioni ionizzanti. Questo dimostra che la p53 è essenziale per la
risposta apoptotica dovuta a radiazioni ionizzanti e che non partecipa affatto
alla risposta indotta dai glucocorticoidi (55).

L’induzione dell’apoptosi da parte della p53 può agire come un mec-
canismo di difesa per proteggere l’organismo dalla propagazione di cloni
cellulari che presentano mutazioni permanenti.

L’esistenza di una via apoptotica che non coinvolge la p53 è stata di-
mostrata anche da studi relativi a topi transgenici p53-nulli (che sono cioè
privi di entrambe le copie del gene p53). Se la proteina p53 fosse coinvolta in

Figura 10. p53 e ciclo cellulare.



tutte le vie che portano all’apoptosi, lo sviluppo di topi transgenici p53-nulli
non sarebbe possibile. Invece, lo sviluppo di questi topi è possibile e produce
individui apparentemente normali: essi sono vitali, fertili e immuno-
logicamente competenti. Alcune settimane dopo la nascita, tuttavia, essi svi-
luppano una serie di tumori infantili in diversi tessuti, evento questo in ac-
cordo con il ruolo di mantenimento del fenotipo non tumorale delle cellule
che è proprio del gene p53 (34).

L’apoptosi indotta da p53 sembra capace di modulare l’attività citotossica
di alcuni farmaci antitumorali. Un recente studio (57) sulla relazione esi-
stente tra funzione p53 e sensibilità o resistenza a vari agenti antitumorali ha
dimostrato che la p53 è necessaria per la morte cellulare programmata che
viene indotta indirettamente da questi farmaci. Le cellule tumorali con mu-
tazioni p53 potrebbero, perciò, diventare addirittura resistenti agli agenti
antitumorali.

Proteina p53 mutata e carcinogenesi

Il gene p53 è uno dei geni che si trovano più frequentemente mutati nei
tumori umani. La perdita della funzione oncosopressiva della p53 è in molti
casi un evento tardivo associato con la progressione del tumore da neoplasia
benigna a neoplasia maligna. Nei carcinomi mammari (58, 59), polmonari
(60, 61), prostatici (62-72, 106) e renali (73), nel neuroblastoma (74), nei
carcinomi della testa e del collo (75), nell’epatocarcinoma (76, 77) e nel mela-
noma (78) le mutazioni del gene p53 e l’accumulo della proteina anomala
sono particolarmente rilevanti nei casi che clinicamente risultano più aggres-
sivi e meno differenziati. Nel carcinoma esofageo e nel carcinoma ovarico, le
mutazioni p53 sembrano essere, invece, eventi precoci dello sviluppo
tumorale (79, 80) (Tab. 2).

Un caso particolare sembra essere il tumore del testicolo, nel quale non
sono state trovate mutazioni del gene p53 (81). Probabilmente, è la disfun-
zione di altri geni oncosoppressori ancora sconosciuti a determinare lo svi-
luppo dei tumori testicolari.

Nei sieri di pazienti con carcinomi della mammella e del polmone, e in
quelli di bambini affetti da linfoma B sono stati trovati anticorpi anti-p53 (82,
83). Sembra anzi che ci sia una correlazione tra sieropositività per tali
anticorpi e presenza di mutazioni del gene p53. Questi anticorpi risultano
però reattivi sia con la forma “wild type” della p53, sia con le forme mutate,
in quanto essi reagiscono con le estremità carbossilica e aminica della
proteina (regioni in cui non avvengono generalmente mutazioni di rilievo).
Probabilmente, la presenza di questi anticorpi nel siero di pazienti affetti da
neoplasia può essere spiegata come sviluppo di una risposta immune
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indotta da una quantità di p53 non fisiologica, che viene liberata in grande
abbondanza dalle cellule tumorali in necrosi.

La localizzazione e le caratteristiche delle mutazioni p53 possono inoltre
rappresentare importanti indicatori dell’eziologia e della patogenesi mole-
colare dei tumori.

Alcune forme mutanti di p53 non solo perdono la funzione soppressiva
sulla crescita cellulare propria della proteina “wild type”, ma acquistano
anche nuove funzioni tumorigeniche. In generale, le cellule tumorali che pre-
sentano mutazioni nei geni p53 possono essere classificate come segue.

Ad una prima classe appartengono le cellule tumorali che non esprimono
affatto la proteina p53.

TUMORE
PERCENTUALE DI 
CAMPIONI CON p53
MUTATA

Leucemia mieloblastica acuta 6
Tumori del cervello 10
Tumore della mammella 53-86
Linee cellulari di linfoma di Burkitt 60
Tumore colorettale 50
Carcinomi epiteliali 48
Tumori esofagei 50
Carcinoma gastrico 57
Epatoma HBV positivo 18
Carcinoma del polmone a piccole cellule 44-73
Carcinoma del polmone non a piccole cellule 45
Adenocarcinoma polmonare 57
Carcinoma a cellule squamose del polmone 34-82
Astrocitoma maligno 30
Melanoma (promario) 97
Mieloma multiplo 20
Linee cellulari di neuroblastoma 80
Linee cellulari di osteosarcoma 90
Osteosarcomi 41
Carcinomi ovarici 44
Carcinomi pancreatici 40
Rabdomiosarcomi 45
Carcinomi a cellule squamose della laringe 60
Carcinomi tiroidei 50

Tabella 2. Percentuale di mutazione del gene p53 in vari tumori umani.



Una seconda classe è formata da cellule che hanno una delezione ere-
ditaria di un allele p53 (condizione, questa, nota come sindrome di Li-Frau-
meni) cui si aggiunge una mutazione somatica nel secondo allele; è questo
un caso di perdita di eterozigosi che determina l’espressione da parte della
cellula di un mutante p53 funzionalmente inattivo.

Le cellule di queste prime due categorie sono spesso sensibili alla
reversione del fenotipo tumorigenico con l’introduzione e l’espressione di
p53 “wild type” esogena.

Una terza classe comprende tutte quelle cellule tumorali che esprimono
un mutante p53 dominante-negativo (84). Queste proteine mutanti hanno la
capacità di interferire con la funzione della p53 “wild type”, probabilmente
perché formano con la p53 “wild type” etero-oligomeri inattivi, incapaci di
attivare la trascrizione dei geni bersaglio della p53. L’osservazione, tuttavia,
che la maggior parte dei tipi cellulari tumorali che presentano mutazioni nel
gene p53 hanno anche perduto l’altro allele p53 “wild type” sembra indicare
che le mutazioni dominanti negative siano in realtà piuttosto rare.

Di grande interesse sono invece le mutazioni che portano ad un “acquisto
di funzione” da parte della proteina p53. Questi mutanti hanno la capacità di
stimolare il fenotipo tumorale in quanto, oltre ad aver perso la capacità di
sopprimere la crescita, hanno anche acquistato una funzione di tipo
oncogenico dominante.

L’iperespressione della p53 mutante in cellule di colture primarie di ratto
porta ad immortalizzazione delle cellule stesse, mentre la coespressione di
p53 mutante e di oncogeni attivati determina la trasformazione neoplastica
(p. es. in fibroblasti primari di ratto). In realtà, non tutti i mutanti hanno lo
stesso potere tumorigenico. La natura della mutazione, la capacità di
formare oligomeri e la localizzazione cellulare della proteina sono tutti
fattori che influenzano la capacità trasformante dei mutanti p53 (25).

Tutti i mutanti p53, comunque, sono incapaci di sopprimere la crescita
cellulare. Il loro potere oncogeno sembra essere una conseguenza diretta
dell’inefficiente legame con il DNA, piuttosto che della mancata
oligomerizzazione (25).

Le mutazioni riscontrate nel gene p53 sono generalmente mutazioni
puntiformi di senso, che danno origine ad una proteina alterata. Queste
mutazioni sono state trovate, nella vasta serie dei tumori esaminati,
particolarmente concentrate in quattro regioni della proteina p53, che sono
altamente conservate nell’evoluzione. Queste regioni comprendono i codoni
117-142, 171-181, 236-258 e 270-286. Ci sono, nella fattispecie, tre residui che
appaiono come “punti caldi” di mutazione (“hot spots” situati nei residui n.
175, 248 e 273 del peptide) (85), che in uno studio che ha esaminato più di
duecento mutazioni puntiformi sono risultati essere coinvolti in circa il 30%
dei casi (Fig. 11). La frequenza e la distribuzione di questi “hot spots” varia
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nei diversi tipi tumorali, probabilmente in relazione al tipo e alla quantità di mutageno
che può raggiungere il tessuto ed anche in relazione alle diverse pressioni selettive
sulla crescita cellulare alle quali il tessuto è sottoposto (86).

Oltre alle mutazioni puntiformi, che sono quelle che intervengono più
frequentemente nell’inattivazione del gene p53, sono state trovate anche
piccole delezioni o inserzioni nel gene, nonché alterazioni della proteina
dovute al legame con oncoproteine virali o cellulari, che inibiscono la
capacità della p53 “wild type” di legarsi al DNA e di attivare la trascrizione
genica.

Le forme mutate di p53 hanno alcune caratteristiche generali che le
contraddistinguono dalla p53 “wild type”. In particolare, hanno un tempo di
emivita molto maggiore e di conseguenza una concentrazione intracellulare
molto più elevata; hanno una conformazione diversa e quindi espongono
epitopi non presenti nella conformazione “wild type”; hanno perso la capa-
cità di legarsi a polipeptidi virali come l’antigene “large T” di SV40; si
legano alla componente hsc70 delle heat shock proteins; ed inoltre non sono
capaci di regolare i promotori dei geni attivati dalla p53 “wild type” perché
non si legano in modo efficace al DNA. Bisogna, tuttavia, sottolineare che
queste caratteristiche dei mutanti p53 pur essendo generali non sono
assolute. Esistono, ad esempio, forme di p53 mutata che conservano la
capacità di legarsi ad oncoproteine virali come l’antigene “large T “di SV40.

Lo spettro di mutazioni del gene p53 può dare informazioni sui partico-
lari carcinogeni e sui meccanismi biologici che intervengono nella for-
mazione di uno specifico tumore. Infatti, differenti carcinogeni causano varie
mutazioni caratteristiche. Ad esempio, le radiazioni UV determinano
transizioni a livello di siti  dipirimidinici sul DNA; l’esposizione

Figura 11. Distribuzione delle mutazioni nel gene p53 umano.
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all’aflatossina B1 è correlata a trasversioni da G:C a T:A che portano ad una
sostituzione aminoacidica del residuo 249 della p53 nel carcinoma
epatocellulare; l’esposizione al fumo di sigaretta provoca trasversioni da G:C a T:A nei
carcinomi del polmone, della testa e del collo e uroteliali (87, 75, 88).

Lo spettro mutazionale del gene p53 può anche rivelare un coinvol-
gimento di meccanismi mutagenici endogeni nella formazione del tumore.
Ad esempio, l’alta frequenza di transizioni da C a T in siti dinucleotidici
CpG nel carcinoma del colon è molto probabilmente dovuta a meccanismi di
deaminazione endogena.

Queste conoscenze sul tipo e sul numero di mutazioni che riguardano il
gene p53 e sulla specifica relazione tra mutazione ed esposizione ad un
particolare carcinogeno sono di grande interesse, perché permettono di
identificare tra i soggetti sani le persone ad alto rischio per lo sviluppo di
una neoplasia, e possono permettere di ottenere, in questo modo, una
diagnosi precoce che dovrebbe consentire un miglioramento dell’approccio
terapeutico alla malattia.

Inoltre mutazioni di questo genere potrebbero avere diverse e precise
connotazioni prognostiche e terapeutiche nelle varie forme neoplastiche in
campo clinico.
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Altri geni oncosoppressori

Esiste ormai un lungo elenco di tumori che sembrano essere causati dalla
perdita di entrambe le copie di un gene oncosoppressore.

Nel processo di carcinogenesi che porta al tumore della mammella, per
esempio, è coinvolto un gene localizzato sul braccio lungo del cromosoma
13; nel nefroblastoma, o tumore di Wilms, è interessato un gene sul
cromosoma 11, e il carcinoma polmonare a piccole cellule è apparentemente
dovuto alla mancanza di un gene sul cromosoma 3. In tutti questi casi,
sembra che entrambe le copie di uno specifico gene vengano frequentemente
perse o rese inattive durante l’evoluzione del clone di cellule tumorali.
Questa specificità tissutale (ossia l’associazione della perdita di certi geni con
specifici tipi di tumore) fa pensare che ciascuno di questi geni sia
normalmente coinvolto nella limitazione della crescita di una ristretta
gamma di tipi cellulari (2) (Tab. 3).

Tabella 3. Principali geni oncosoppressori.



Il tumore di Wilms è stato il secondo tumore, dopo il retinoblastoma, per
il quale è stata riconosciuta l’esistenza di due forme, una ereditaria e una
sporadica. Il tumore di Wilms è una neoplasia renale embrionale (89) che
colpisce circa un bambino su 10.000. Il gene oncosoppressore WT1, la cui
delezione è associata con la formazione di questo tipo di tumore, è
localizzato sul cromosoma umano 11p13 (90, 91). Il prodotto proteico di
questo gene è un fattore trascrizionale nucleare (92). 

I pazienti che presentano mutazioni costitutive o delezioni del gene WT1
non sembrano essere predisposti all’insorgenza di altri tipi di neoplasie.

Come il gene Rb, anche WT1 è un gene recessivo letale per lo sviluppo,
mentre la condizione eterozigote aumenta fortemente la probabilità di
sviluppo di tumore. Il  tumore di Wilms si differenzia, però, dal
retinoblastoma per altri aspetti. Mentre il gene Rb sembra essere il solo gene
coinvolto, se mutato, nell’insorgenza del retinoblastoma, nel caso del tumore
di Wilms solo il 10-20% delle neoplasie può essere attribuita a mutazioni
WT1. Una malattia ereditaria rara, la sindrome di Beckwith-Wiedemann
(BWS), determina anch’essa l’insorgenza di questo tumore. Il gene BWS non
è stato ancora clonato, ma sembra che non sia propriamente un gene
oncosoppressore. Questo gene è localizzato nella regione cromosomica
11p15, a considerevole distanza da WT1. In questa stessa regione è
localizzato il gene per il fattore di crescita insulino-simile di tipo 2 (IGF2), il
cui prodotto proteico è espresso in quantità elevate sia nel rene fetale che nel
tumore di Wilms, ma non nel rene dell’adulto. Inoltre, è stato dimostrato che
la proteina codificata dal gene WT1 può reprimere la trascrizione del gene
IGF2 in vitro, legandosi alla regione regolatoria 5’ di quest’ultimo. Sembra,
perciò, che nello sviluppo del tumore di Wilms siano coinvolti almeno due
geni in equilibrio tra loro; la mutazione dell’oncogene BWS porta ad
iperespressione di un fattore di crescita per le cellule renali, mentre la
mutazione del gene oncosoppressore WT1 determina la perdita della
regolazione negativa della trascrizione del gene BWS (5).

I geni p53, Rb e WT1 codificano tutti per fattori trascrizionali nucleari.
L’attività delle proteine oncosoppressive non è, però, limitata solamente al
nucleo. La localizzazione dei prodotti genici oncosoppressori e le loro
attività sono molto varie. Ad esempio, il gene DCC (Deleted in Colon
Cancer) codifica per una proteina della superficie della membrana cellulare,
coinvolta nell’adesione cellulare (92, 5). Questo gene è stato originariamente
identificato nel carcinoma del colon, nel quale mostra un’alta frequenza di
delezione. Recentemente, il gene oncosoppressore DCC è stato parzialmente
clonato ed è stato localizzato sul cromosoma 18q21.3. Oltre che nel
carcinoma del colon, il gene DCC è coinvolto anche nella carcinogenesi di
altre neoplasie, come il carcinoma pancreatico, quello gastrico, quello
esofageo e quello prostatico (93). 
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Il prodotto proteico codificato dal gene DCC è una molecola che ha
un’alta omologia con le molecole di adesione cellulare neutre. Le molecole di
adesione sono recettori di superficie che giocano un ruolo critico sia durante
processi fisiologici come l’embriogenesi, la trombosi, la guarigione delle
ferite e la migrazione cellulare, sia durante processi patologici come la
progressione tumorale e la metastasi. E’ stato dimostrato, infatti, che
l’espressione del gene DCC è inversamente proporzionale al potenziale
metastatico delle cellule tumorali. Nel tumore del colon, l’espressione del
gene DCC è realmente ridotta durante la progressione tumorale da
carcinoma intramucosale a carcinoma invasivo. Queste osservazioni
dimostrano che il gene DCC può agire come un soppressore metastatico.

Un altro gene oncosoppressore, denominato NF-2 (neurofibromatosis
type 2), codifica per una proteina non localizzata nel nucleo ma associata al
citoscheletro (92). Il termine neurofibromatosi è associato, in realtà, con due
diverse patologie, quella di tipo 1 e quella di tipo 2. Il gene NF1 predispone a
vari tumori, tra cui il neurofibrosarcoma, il glioma, lo schwannoma maligno
ed il feocromocitoma e, con bassa frequenza, anche a leucemie, rabdomio-
sarcoma e tumore di Wilms.

Il gene NF1 è stato mappato sul cromosoma 17q11, e codifica per una
proteina espressa in modo ubiquitario: la neurofibromina. La funzione della
proteina codificata da questo gene è simile a quella del prodotto del gene
GAP (GTPase-activating protein): la perdita della sua attività determina una
mancata idrolisi del GTP a GDP da parte delle proteine RAS. Poiché le
proteine RAS vengono inattivate quando il GTP viene idrolizzato a GDP,
l’NF1 agirebbe come un freno dell’attività RAS. E’ questo un altro chiaro esempio di
inibizione di un oncogene da parte di un gene oncosoppressore (3).

La neurofibromatosi di tipo 2 è una patologia meno comune di quella di
tipo 1, ed ha un’alta penetranza e una grande specificità per i tumori del
nervo acustico e per i meningiomi.

Il gene NF2 invece è stato mappato sul cromosoma 22q12 ed il suo
prodotto proteico codificato è un membro di una famiglia di proteine che
connettono la membrana al citoscheletro (3). Il citoscheletro è formato da
una rete di proteine filamentose le cui funzioni realizzano principalmente il
mantenimento della forma cellulare, ma che sono anche strettamente
connesse con la motilità e le attività secretorie. Questa complessa struttura è
spesso disorganizzata nelle cellule tumorali; si è sempre pensato che questo
fatto fosse un effetto secondario della perdita del controllo della crescita. Il
ruolo del gene oncosoppressore NF2 dimostrerebbe invece il contrario: può
essere anche la disorganizzazione del citoscheletro a provocare una crescita
cellulare anormale (92).

Un altro gene oncosoppressore che codifica per una proteina localizzata
nella membrana, o in una sede vicina ad essa, è stato clonato recentemente
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da Michael Lerman e Bert Zbar. Questo gene, se mutato, causa la malattia di
von Hippel-Lindau (VHL), una rara ma letale condizione che predispone gli
individui affetti ad una sorprendente varietà di tumori, tra cui quelli
dell’occhio, del rene e del cervello (5). Il gene VHL è localizzato sul
cromosoma 3p25-26 e codifica per una proteina la cui funzione non è ancora
chiara con certezza, ma che sembra essere una proteina di membrana (92).

Un gene oncosoppressore il cui prodotto proteico ha una localizzazione
citoplasmatica è il gene APC (adenomatous polyposis coli) (92). Persone
eterozigoti per una mutazione nel gene APC mostrano una condizione
ereditaria che predispone alla formazione di tumore detta poliposi
adenomatosa familiare (FAP). Il gene APC è localizzato sul cromosoma 5q21
e codifica per una proteina a localizzazione citoplasmatica sulla cui funzione
non si hanno ancora molte informazioni. Probabilmente essa interagisce con
altre proteine citoplasmatiche, che forse possono essere il prodotto proteico
di qualche oncogene (5).

Recentemente, è stato identificato un nuovo gene oncosoppressore, il p16,
che sembra mostrare una frequenza di mutazione addirittura superiore a
quella del gene p53 in un’ampia varietà di tumori.

Questo gene è stato scoperto studiando le condizioni di predisposizione
al melanoma; il gene è stato localizzato sul cromosoma 9p21 e codifica per la
proteina p16 (Fig. 12). Questa proteina è un componente del macchinario del
ciclo cellulare, e in particolare si lega, inibendola, alla chinasi ciclino-
dipendente 4 (Cdk4). Il gene p16 è, perciò, un gene oncosoppressore (94).
Anche il prodotto proteico del gene WAF1, controllato dal gene p53, ha lo
stesso tipo di attività inibitoria sulle Cdk. Sembra, infatti, che il normale
controllo della crescita cellulare richieda un delicato equilibrio tra le cicline,
che sono attivatori delle Cdk, e gli inibitori relativi come la p16 e WAF1.
Qualsiasi fattore che determini una iperattività delle Cdk, o per produzione
eccessiva delle cicline o per perdita o inibizione delle proteine “freno” come
p16 e/o WAF1, causerà una crescita incontrollata che porterà allo sviluppo
del tumore (95, 96).

Un altro gene oncosoppressore recentemente clonato è il gene BRCA1, il
quale, se mutato, predispone le donne allo sviluppo di carcinoma mammario
e ovarico. Questo gene è localizzato sul cromosoma umano 17q21 e codifica
per una proteina di 1863 aminoacidi che presenta un dominio “zinc-finger”
nella regione aminoterminale. Le strutture “zinc finger” sono tipiche di
proteine che interagiscono direttamente con il DNA e che funzionano come
regolatori dell’espressione genica (fattori di trascrizione). Il gene BRCA1
consiste di 21 esoni e l’RNA messaggero trascritto può subire “splicing”
alternativi che danno origine a forme diverse e tessuto-specifiche della
proteina. Recenti studi hanno dimostrato che le mutazioni che riguardano
questo gene non sono presenti nella maggior parte dei casi di tumore della
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mammella e dell’ovaio di tipo sporadico. Mutazioni del gene BRCA1 sono,
invece, maggiormente associate ai tumori mammari e ovarici di tipo
ereditario. Questo fatto potrebbe implicare che i meccanismi molecolari che
sono alla base del carcinoma ovarico e mammario di tipo sporadico sono
diversi da quelli implicati nell’insorgenza delle stesse neoplasie di tipo
ereditario. Ed infatti, recentemente è stato mappato un altro gene associato
con il carcinoma della mammella, il gene BRCA2. Questo gene si trova sul
braccio lungo del cromosoma 13 (bande 12 e 13), e differisce dal gene BRCA1
per due aspetti: esso sembra predisporre sia gli uomini che le donne al
carcinoma mammario, e, a differenza del gene BRCA1, non sembra conferire
predisposizione al tumore dell’ovaio (97).

La conoscenza dei geni oncosoppressori coinvolti nello sviluppo delle
singole neoplasie e della loro attività è di enorme interesse, da un punto di
vista terapeutico, in quanto potrebbe consentire di mettere a punto nuove
strategie di trattamento sia farmacologiche, sia di ingegneria genetica.
Conoscendo l’attività della proteina oncosoppressiva è possibile, infatti,
progettare nuovi farmaci che ne ripristinino la funzione o che possano
simularla. La conoscenza della sequenza genica dell’oncosoppressore
permette, altresì, di introdurre nelle cellule tumorali copie del gene “wild
type” che possono ripristinare il fenotipo normale.

Figura 12. Meccanismo d’azione della proteina p16.



Il modello della carcinogenesi del
colon

Il processo in base al quale una cellula normale può trasformarsi in una
cellula tumorale è detto carcinogenesi ed è stato ampiamente studiato negli
animali da esperimento e nelle colture in vitro di cellule animali e umane.
Questi studi hanno dimostrato che sono necessarie tre fasi perché il processo
carcinogenetico si attui: l’induzione, la promozione e la progressione (per
una rassegna di questi e di altri concetti di base della crescita neoplastica
vedi Bologna M., 1988).

La prima fase è quella in cui un agente esterno, detto induttore tumorale,
genera una mutazione nel DNA. Se la cellula sopravvive con il DNA
danneggiato, e se un promotore tumorale (endogeno o ambientale) la
stimola a moltiplicarsi, è possibile che la cellula perda la capacità di
rispondere agli stimoli inibitori della crescita ed entri in uno stato di
proliferazione continua (fase di promozione) dando origine ad un clone di
cellule mutate (tumore).

A questo punto la neoplasia è insorta. Le cellule si moltiplicano in modo
incontrollato e accumulano errori genetici che determinano la morte di
alcune di esse e lo sviluppo di caratteristiche nuove in altre. Si creano, così,
nuovi ceppi neoplastici più resistenti, che sopravvivono meglio agli attacchi
immunitari dell’ospite e alle difficoltà di ossigenazione e di nutrimento e che
acquistano la capacità di invadere anche a distanza i tessuti dell’ospite
(metastasi). Questo processo costituisce la terza fase della carcinogenesi, la
progressione, in cui si manifestano le capacità più invasive e distruttive delle
cellule tumorali.

Vogelstein e coll. hanno studiato il processo carcinogenetico nel caso dei
tumori colorettali. Queste neoplasie rappresentano un ottimo sistema per la
ricerca e lo studio delle alterazioni genetiche coinvolte nello sviluppo di un
tumore nell’uomo. E’ infatti possibile ottenere campioni dei tumori
colorettali a diversi stadi di sviluppo, dal piccolo adenoma fino al carcinoma
metastatico, cosa non realizzabile nella maggior parte dei tumori localizzati
in altri distretti corporei (98).

I tumori colorettali maligni (carcinomi) derivano quasi tutti, se non tutti,
da adenomi preesistenti (tumori benigni), i quali gradualmente acquistano
caratteristiche crescenti di volume, di displasia e di villosità. Lo sviluppo di
un tumore colorettale prevede alcune fasi distinte. Inizialmente si ha
iperproliferazione dell’epitelio, seguita poi dalla formazione di un adenoma.
Quest’ultimo presenta una morfologia tissutale ancora riconoscibile ed è
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piccolo nella fase di adenoma precoce, mentre aumenta di dimensioni ed è
morfologicamente irregolare e disordinato nella fase di adenoma tardivo. Le
fasi successive sono la formazione di un carcinoma e infine la metastasi.

Vogelstein ha dimostrato che sono necessari eventi mutazionali multipli,
inclusi l’attivazione di oncogeni e l’inattivazione di geni oncosoppressori,
perché le cellule normali dell’epitelio intestinale diano origine ad un tumore
(Fig. 13).

In circa il 50% degli adenomi e dei carcinomi colorettali è stata osservata
una attivazione marcata dell’oncogene r a s. In alcuni casi questo è l’evento
iniziale; gli adenomi che presentano mutazioni r a s possiedono una
maggiore capacità di progressione rispetto a quelli che non hanno tale
mutazione. In altri casi, invece, le mutazioni dei geni ras non rappresentano
l’evento iniziale ma avvengono solo nelle cellule che formano già un
adenoma.

Dopo le mutazioni r a s si manifestano, in sequenza, una delezione del
cromosoma 5 (piccoli adenomi con scarse displasie), delezioni del
cromosoma 18 (adenomi con focolai carcinomatosi) e delezioni del
cromosoma 17 (carcinomi avanzati) (98).

Nei pazienti con polipi adenomatosi familiari (PAF) esiste una mutazione
ereditaria sul cromosoma 5q. In quelli senza polipi interviene comunque una
mutazione a tale livello, che conferisce un atteggiamento iperproliferativo
all’epitelio.

Nel 70% dei carcinomi e nel 50% degli adenomi tardivi del colon-retto si
ha una delezione del cromosoma 18 che riguarda il gene DCC. Questo gene,
così chiamato perché è deleto nel carcinoma del colon, codifica per una
proteina formata da poco meno di mille aminoacidi che ha una sequenza
molto simile a quella delle molecole di adesione cellulare (proteine che sono
coinvolte nella comunicazione tra cellule). La perdita di questo gene
rappresenta, perciò, una tappa importante nel processo di sviluppo
tumorale, in quanto vengono alterate le normali interazioni tra cellula e
cellula e tra cellula e matrice; questo fatto implica una diminuzione dei
segnali inibitori della crescita che arrivano alla cellula e che sono associati a
tale adesione (7).

Delezioni che riguardano il braccio corto del cromosoma 17 sono state
osservate in più del 75% dei casi di carcinoma colorettale. Tale perdita è,
invece, relativamente poco frequente in tutti i casi di adenoma che sono stati
esaminati. Inoltre, in diversi pazienti si è visto che c’è associazione tra
delezione del cromosoma 17p e progressione del tumore da adenoma a
carcinoma.

La regione deleta sul cromosoma 17p riguarda in particolare la regione
che contiene il gene oncosoppressore p53. Si è, inoltre, osservato che nei
tumori colorettali che presentano una delezione di tale gene si hanno anche
mutazioni puntiformi nel restante allele p53. Entrambe le copie del gene
sono perciò funzionalmente inattive.
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Figura 13. Fasi delle alterazioni genetiche che si instaurano nel corso della
storia naturale del carcinoma del colon. (da Fearon e Vogelstein, 1990,
ridisegnata).
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Nei tumori colorettali, oltre alle delezioni dei cromosomi 5q, 17p e 18q,
Vogelstein ha anche riscontrato l’esistenza di un’altra serie di delezioni
cromosomiche che ricorrono nel 25-50% dei casi studiati, e che riguardano i
cromosomi 1q, 4p, 6p, 6q, 8p, 9q e 22q. Probabilmente, alcune regioni
cromosomiche, ed in particolare quelle che riguardano il 17p e il 18q,
presentano delezioni nella maggior parte dei carcinomi colorettali in quanto
contengono geni oncosoppressori particolarmente importanti. Altre
alterazioni cromosomiche, invece, possono insorgere in vari modi. Una
ipotesi è che tali delezioni non abbiano un effetto specifico sul fenotipo della
cellula neoplastica, ma insorgano invece in associazione con altre alterazioni
genetiche coinvolte nella carcinogenesi, ad esempio in seguito ad un evento
mitotico in cui segregano cromosomi aberranti. Un’altra possibilità è che
molti geni oncosoppressori siano dispersi nel genoma e che ogni cromosoma
che presenta una regione deleta contenga uno di questi geni.

Un altro tipo di alterazione che avviene precocemente nella carcinogenesi
del colon è una significativa perdita di gruppi metile nel DNA. L’analisi del
DNA prelevato da cellule di un piccolo adenoma ha dimostrato che circa un
terzo dei gruppi metile normalmente presenti nel DNA delle cellule della
mucosa intestinale sono persi invece in queste cellule. E’ stato dimostrato
che l’ipometilazione del DNA inibisce la condensazione dei cromosomi e
questo potrebbe determinare una non disgiunzione mitotica che può avere
come conseguenza una perdita o un acquisto di cromosomi. Così, un
cambiamento epigenetico come l’ipometilazione può contribuire
all’instabilità genomica nelle cellule tumorali e può variare la velocità con
cui avvengono le alterazioni genetiche (ad es. le delezioni cromosomiche).

Sebbene sia stato dimostrato che generalmente ognuna delle alterazioni
genomiche avviene in fasi caratteristiche della progressione tumorale,
Vogelstein ritiene che il fatto importante in questo fenomeno sia soprattutto
il progressivo accumulo di alterazioni, piuttosto che il loro ordine
sequenziale.

Un’altra considerazione di particolare interesse, tra quelle avanzate a
questo proposito, è che le quattro alterazioni genetiche descritte (mutazioni
del gene ras e delezioni cromosomiche 5q, 17p e 18q) avvengono (in modo
abbastanza sorprendente) con frequenza simile in gruppi etnici diversi e in
popolazioni geograficamente separate. Potrebbe esistere, pertanto, un
qualche legame logico o funzionale tra le diverse alterazioni geniche
osservate, ma la conoscenza di tale legame è un elemento che risulta al
momento attuale ancora sfuggente.
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Estensione del modello del cancro del
colon ad altre neoplasie

Abbiamo un numero sempre più ampio di dimostrazioni, giorno dopo
giorno, che ci autorizzano ad affermare che probabilmente in tutti i tumori
l’attivazione di oncogeni e l’inattivazione di geni oncosoppressori sono
eventi fondamentali coinvolti nel processo di sviluppo del tumore stesso. 

Sebbene il modello di Vogelstein per la carcinogenesi del colon non sia
stato ancor oggi dimostrato in modo completo nel caso di altre neoplasie
umane, è però ragionevole pensare che anche in questi casi si realizzi un
processo analogo di sviluppo tumorale. In talune neoplasie, come quelle
mammarie o quelle vescicali, i tasselli disponibili del mosaico sembrano
confermare in pieno il modello esposto e dimostrato per il cancro del colon.

Lo studio della carcinogenesi nei casi, ad esempio, del carcinoma della
mammella, del tumore del polmone a piccole cellule, dei tumori cerebrali, e
di altri tumori presenta tuttavia maggiori difficoltà, in relazione al fatto che
questi sono organi assai meno facilmente esplorabili rispetto al colon-retto.
E’ molto più difficile, in questi altri casi, ottenere campioni di tessuto a vari
stadi di sviluppo tumorale: questo fatto non permette ovviamente di
studiare in modo completo la sequenza di alterazioni geniche che possono
insorgere nel corso di una storia naturale che si svolge quasi sempre
nell’arco di anni, o addirittura di decine di anni.

Sono tuttavia già molti gli esempi in letteratura che dimostrano la
presenza di mutazioni multiple nel DNA dei tumori maligni e metastatici,
tanto che si ipotizza che occorrano almeno cinque mutazioni in una stessa
cellula, a carico di geni differenti, perché si esplichi a pieno una crescita
incontrollata di tipo neoplastico.

Indubbiamente, attraverso le numerose conferme che stanno emergendo,
sembra possibile affermare che l’insorgenza di un cancro deriva da lesioni
multiple sul DNA di una singola cellula, che sono la conseguenza
dell’azione ripetuta nel tempo di agenti fisici, chimici e biologici capaci di
indurre mutazioni. Questo concetto dovrebbe costituire un forte stimolo ad
intensificare in ogni direzione possibile le iniziative di prevenzione contro
gli agenti mutageni ambientali (fumo, altri carcinogeni chimici, radiazioni
ionizzanti, esposizioni ad altre forme di energia, e così via dicendo).



L’espressione del gene p53 nel
carcinoma prostatico umano

La prostata è un organo muscolo-ghiandolare di forma conica situato al
di sotto della vescica urinaria, che inguaina il tratto pelvico dell’uretra e
contribuisce alla formazione della frazione liquida dello sperma. Il cancro
della prostata è tra i più frequenti tumori nell’uomo e presenta un
comportamento clinico evolutivo scarsamente prevedibile.

Questo tumore ha un’incidenza più elevata con il crescere dell’età e
viene in genere diagnosticato dopo i 65 anni, spesso purtroppo in fase
tardiva, per cui in questa classe di età esso finisce per rappresentare la
principale causa di morte tumorale. Di solito il carcinoma prostatico viene
identificato attraverso il riscontro di un ingrossamento della prostata. Tale
ingrossamento può essere individuato casualmente, durante un normale
check-up, o nel corso di una visita richiesta dal paziente per un’improvvisa
difficoltà della minzione o talvolta per impotenza. Questi sintomi, in genere,
insorgono quando ormai una massa neoplastica abbondante fa sì che la
prostata comprima le strutture confinanti. Ad esempio, se il tumore
schiaccia la vescica o restringe l’uretra, può causare la necessità di una
minzione frequente e può provocare difficoltà a iniziare e mantenere il
flusso dell’urina.

Talvolta il cancro della prostata viene diagnosticato in seguito al
trattamento di una ipertrofia prostatica benigna. Questa patologia, che è
costituita da un ingrossamento della prostata legata all’età del soggetto,
colpisce più della metà degli uomini al di sopra dei 45 anni e può dare
gradualmente origine agli stessi problemi urinari causati dal tumore. Questi
problemi di ingrossamento benigno possono essere risolti chirurgicamente
mediante una resezione transuretrale della ghiandola prostatica. Talvolta
però l’esame istologico della prostata rimossa rivela la presenza di cellule
neoplastiche. 

Inoltre, autopsie eseguite su uomini deceduti per varie altre cause
indicano che circa un terzo dei soggetti di oltre 50 anni presenta alcune
cellule neoplastiche nella prostata e che l’incidenza di questo reperto
aumenta costantemente dopo i cinquant’anni, fino ad una frequenza
incredibilmente elevata negli ultranovantenni, nei quali è possibile
riscontrare la presenza di cellule neoplastiche nell’organo in oltre il 90 per
cento dei casi.

Lo sviluppo di questo tipo di tumore che si origina all’interno della
ghiandola ed il fatto che il paziente pervenga al cospetto del medico soltanto
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quando il suo ingrossamento comprime le strutture circostanti fanno sì che il
tumore stesso risulti quanto mai insidioso, perché spesso la sua diagnosi
viene effettuata quando la neoplasia ha già varcato i confini anatomici della
ghiandola e, talvolta, presenta già una disseminazione metastatica. Pertanto,
tutto ciò rende spesso impossibile la risoluzione della patologia mediante la
completa rimozione chirurgica della prostata (prostatectomia radicale) (99). 

Emerge, dunque, come elemento di grande importanza la diagnosi
precoce del cancro della prostata, anche in soggetti asintomatici. Un
semplice test ematico, che è divenuto ampiamente disponibile dal 1986,
misura il livello di una glicoproteina chiamata antigene prostato-specifico
(PSA), una delle molte molecole secrete dalla prostata. Livelli plasmatici
superiori a quattro nanogrammi per millilitro di sangue indicano la
possibile presenza di un cancro; livelli superiori a dieci ng/ml sono
considerati particolarmente indicativi. 

Questo metodo, quindi, permetterebbe di evidenziare tumori prostatici
quando essi sono ancora di dimensioni microscopiche. Un valore di PSA
elevato non è comunque una prova assoluta della presenza di un tumore.
Anche condizioni diverse dal cancro, come un’ipertrofia prostatica benigna,
una prostatite o una compressione meccanica sull’organo (come quella che si
esercita durante un esame diagnostico di esplorazione rettale digitale)
possono provocare un innalzamento del livello di PSA. Viceversa, molti
soggetti affetti da cancro presentano al momento della diagnosi livelli di
PSA del tutto normali. L’esame del PSA presenta dunque livelli di sensibilità
e specificità diagnostica non certo ideali.

La coltura cellulare di cellule epiteliali esfoliate e raccolte mediante
massaggio prostatico (100, 101), metodo innovativo e non invasivo descritto
dal nostro gruppo di ricerca, permette di evidenziare con maggiore
accuratezza la presenza di cellule neoplastiche anche in soggetti
asintomatici. Uno screening di massa su maschi al di sopra dei quarant’anni
consentirebbe con tale tecnica una diagnosi precoce del carcinoma della
prostata su vasta scala, permettendo un maggior successo della terapia che
può essere paragonato a quello ottenuto con il PAP-test per i tumori della
cervice uterina. I livelli di sensibilità e specificità ottenibili si sono dimostrati
infatti idonei anche per l’esecuzione di uno screening di massa. 

Le varie articolazioni della linea di ricerca sulla biologia del carcinoma
prostatico umano hanno lo scopo di migliorare le conoscenze su questa
neoplasia, al fine di ottenere una diagnosi precoce ed una prognosi meglio
obiettivabile di questa malattia in base a dati di laboratorio. In questo
contesto abbiamo avviato un progetto per il rilevamento di eventuali
mutazioni sul gene p53 in casi clinici di carcinoma prostatico umano, nella
convinzione che tali mutazioni possano essere messe in correlazione con il
comportamento biologico della singola neoplasia e possano costituire
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dunque un elemento importante in termini pratici, sia diagnostici che
terapeutici.

Sebbene il carcinoma della prostata sia il tumore più comune nel sesso
maschile, poco si conosce al riguardo degli eventi molecolari coinvolti nel
processo di carcinogenesi (102). L’instabilità genetica è, comunque, un
aspetto importante nel carcinoma della prostata (65) ed in molte altre
neoplasie. L’anomala espressione del gene p53 è un evento comune nel
carcinoma prostatico umano (43, 86). Questo evento può essere un passo
estremamente importante nella sequenza di eventi genetici che conducono al
carcinoma della prostata interferendo con il ciclo cellulare (34). 

Mediante tecniche immunoistochimiche (tecnica avidina-biotina) è
possibile localizzare la forma normale ed alcune forme mutanti della
proteina p53. L’anticorpo monoclonale PAb1801 riconosce un determinante
comune presente sia nella forma “wild type” che in quelle mutate, mentre
l’anticorpo PAb240 riconosce un epitopo conformazionale di alcune tipiche
forme mutanti della proteina p53. Noi abbiamo saggiato numerosi campioni
di carcinoma prostatico umano e di ipertrofia prostatica benigna
esaminando sia reperti chirurgici fissati che colture primarie da espianti
nonché tre diverse linee cellulari di carcinoma prostatico umano (PC3,
DU145 e LNCaP) e abbiamo ottenuto risultati compatibili con un impiego
routinario di tali semplici determinazioni in associazione con altri parametri
rilevabili in vitro. Una simile procedura, che consente la valutazione
diagnostica e prognostica di singoli casi clinici a partire da campioni di
epitelio prostatico ottenuti durante un massaggio prostatico effettuato
mediante esplorazione rettale, viene praticata ora regolarmente nel nostro
laboratorio ed in altri centri di ricerca statunitensi.

Per riportare alcuni nostri dati sperimentali, possiamo indicare che a
tutt’oggi abbiamo analizzato tre linee cellulari prostatiche umane, undici
colture primarie e tredici campioni tissutali ottenuti da iperplasie benigne e
adenocarcinomi della prostata al fine di saggiare l’espressione della proteina
p53 sia nella forma “wild type” che in quella mutante usando anticorpi
specifici e per mezzo della tecnica della immunoperossidasi.

Tra le pochissime linee di carcinoma prostatico descritte in letteratura,
abbiamo esaminato le linee cellulari DU145 (isolata da una metastasi
cerebrale di un paziente affetto da carcinoma prostatico), LnCaP e PC3
(isolate da biopsie di metastasi linfonodali di carcinoma prostatico), che
sono state tutte ottenute dalla American Type Culture Collection (ATCC).

Le colture primarie invece sono state eseguite a partire da frustoli di
tessuto prelevati mediante resezione transuretrale o prostatectomia da
pazienti affetti da carcinoma prostatico o da ipertrofia prostatica benigna,
oppure sono state allestite colture a partire dalla raccolta di cellule epiteliali
esfoliate secondo la tecnica non invasiva del massaggio prostatico. I
campioni tissutali, rapidamente posti in terreno di coltura sterile e trasferiti
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nel laboratorio di colture cellulari, sono stati sminuzzati in frammenti di 2-3
mm3. Le cellule sono poi state fatte crescere in capsule di Petri di 60 mm di
diametro e in terreno DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ar-
ricchito con Siero Fetale Bovino al 10%, siero di cavallo al 10% più 50 ng/ml
di insulina e di idrocortisone, in atmosfera umida contenente 5% CO2.

Le colonie delle colture cellulari sono state quindi fissate in acetone
metanolo 1:1 per 5 minuti prima di procedere alla colorazione con la tecnica
dell’immunoperossidasi.

Sezioni di 5 µm di spessore sono state tagliate da blocchetti di tessuto di
campioni prostatici allestiti con reperti chirurgici fissati in formalina ed
inclusi in paraffina. I campioni sono stati deparaffinati in histolemon e
reidratati secondo la scala decrescente degli alcooli. La perossidasi endogena
è stata inibita incubando le sezioni con perossido di idrogeno al 3% in
tampone fosfato a pH 7,2 (PBS) per 30 min. 

Il legame non specifico è stato bloccato mediante trattamento con siero
normale di capra 1:30 (v/v) per 30 minuti. Gli anticorpi monoclonali anti-
p53 PAb1801 e PAb240 sono stati gentilmente forniti dal Dr. David Lane
(University of Dundee DD1, 4HN, UK). Essi sono stati applicati ai campioni
e incubati in camera umida per tutta la notte a temperatura di 4°C. Dopo
lavaggio in PBS, alle colonie e alle sezioni è stata aggiunta una sospensione
di immunoglobuline di capra anti-topo coniugate con biotina e incubate per
30 minuti a temperatura ambiente. Dopo accurato lavaggio in PBS, le sezioni
sono state incubate per 30 minuti con streptavidina coniugata con
perossidasi. Dopo aver lavato via i complessi in eccesso, la localizzazione
della proteina p53 è stata visualizzata come un precipitato di colore
marrone, che si genera trattando i campioni per due minuti con 3,3-
diaminobenzidina tetraidrocloruro 0.02% (w/v) e perossido di idrogeno
0.03% (v/v), (che sono rispettivamente substrato e cofattore rivelatore della
reazione catalizzata dalla perossidasi). I campioni sono stati infine lavati e
controcolorati con ematossilina di Harris. Un controllo negativo è stato
effettuato usando come anticorpo primario una proteina aspecifica da
mieloma (mieloma murino PAI).

I risultati ottenuti sui campioni di colture cellulari primarie derivate da
epitelio prostatico esfoliato e sui campioni tissutali di patologie prostatiche
(tumore prostatico o ipertrofia prostatica benigna) sono riassunti nelle
tabelle 4 e 5. Tutti i campioni sono stati saggiati per l’espressione della
proteina p53 “wild type” e mutante. L’anticorpo PAb240 riconosce soltanto i
prodotti della forma mutante e reagisce con un epitopo localizzato tra gli
aminoacidi 156 e 335. L’anticorpo PAb1801 riconosce invece un epitopo
compreso tra gli amnoacidi 32 e 79, sia nei prodotti proteici mutanti che in
quelli non mutati. I controlli, eseguiti con un anticorpo monoclonale di altra
specificità (PAI), sono risultati negativi in tutti i casi.
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Le linee cellulari DU145, PC3 e LnCaP hanno mostrato una marcata
immunocolorazione positiva sia alla forma “wild type” che a quella mutante
della p53. La positività delle cellule DU145 e delle PC3 è risultata espressa
come una colorazione granulare in sede nucleare, mentre le cellule LnCaP
hanno mostrato una positività nucleare omogenea e diffusa assieme ad una
positività citoplasmatica più debole.

Tabella 4. Espressione della proteina p53 su colture cellulari.
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Le colture primarie ottenute dai casi diagnosticati come ipertrofia
benigna (BPH) hanno rivelato una debole o nulla positività al PAb1801 e
generalmente una completa negatività al PAb240. I casi PU124, PU150 e
PU152, anch’essi diagnosticati come BPH, hanno mostrato una marcata
positività all’anticorpo PAb240. Questi campioni tuttavia, nonostante la
diagnosi istologica di benignità, hanno mostrato in coltura anomalie
morfologiche ed una forte capacità replicativa che sono solitamente tipici di

Tabella 5. Espressione della proteina p53 su tessuti.
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campioni neoplastici maligni. Tutti i casi di carcinoma prostatico dia-
gnosticati istologicamente sono risultati positivi sia al PAb1801 che al
PAb240, con vari gradi di intensità, ad eccezione di un caso che ha mostrato
soltanto immunopositività al PAb240.

Per le sezioni tissutali, nella maggioranza dei casi l’espressione della p53
è risultata della stessa intensità sia che venisse utilizzato il PAb1801 che il
PAb240. I casi PU15 e PU17 sono in realtà due campioni provenienti dallo
stesso paziente e prelevati da due porzioni differenti della prostata che
mostravano consistenza ed aspetto macroscopico diversi. E’ interessante
notare che nei due campioni è risultata diversa la colorazione con
l’anticorpo PAb240. 

La positività al PAb1801 è stata in tutti i casi di tipo nucleare e circoscritta
agli acini della ghiandola prostatica. Soltanto i casi PU16 e PU22 hanno
presentato anche una positività citoplasmatica a livello stromale. La
positività al PAb240, invece, è risultata prevalentemente di tipo
citoplasmatico, ma presente anche a livello stromale; soltanto il caso PU20
ha presentato una marcata positività di tipo nucleare e circoscritta agli acini.

La rivelazione della proteina p53 con tecniche di immunoistochimica
risulta quanto mai controversa nei numerosi articoli pubblicati negli ultimi
anni a proposito di varie neoplasie. La standardizzazione del metodo e
l’interpretazione dei risultati richiedono ancora molto studio. I dati in
letteratura sul valore prognostico della positività alla proteina p53 e persino
sulla soglia di rivelazione della proteina sono ancora in fase di discussione.
Si può ipotizzare che molti studi possano aver incluso tumori con mutazioni
missenso della p53 insieme con casi in cui altri meccanismi, compresa la
iperespressione della p53 non mutata, partecipavano alla immunoreattività.
Se nell’analisi di questi risultati compariva una iperespressione funzionale
p53, risultava compromesso il significato prognostico della immuno-
colorazione (103). 

I nostri dati sperimentali ottenuti dalle cellule prostatiche umane in
coltura e dalle linee cellulari stabilizzate DU145, PC3 ed LnCaP hanno
dimostrato una correlazione diretta esistente tra il grado di malignità del
tumore e la positività alla proteina p53. Ogni campione ha mostrato
approssimativamente lo stesso grado di positività sia al PAb1801, che
riconosce tanto la forma “wild type” quanto quella mutante della p53, che al
PAb240, che riconosce soltanto la forma mutata di p53. Dai dati raccolti si
possono formulare tre ipotesi: può verificarsi,  in primo luogo, che la
proteina p53 sia espressa in una forma mutata; oppure può esistere un
meccanismo capace di stabilizzare la proteina p53 non mutata con il risultato
di un aumento della vita media della proteina stessa: ciò renderebbe
possibile la sua visualizzazione per via immunoistochimica; oppure ancora è
possibile che si verifichi una coesistenza di entrambi i suddetti meccanismi. 



La marcata positività espressa dai campioni PU150, PU152 e PU124
(diagnosticati istologicamente come BPH) può essere indice di una benignità
morfologica apparente che dovrebbe essere controllata nel tempo mediante
un follow up clinico e di laboratorio, per verificare se in quei casi non si
manifesti invece una qualche forma di progressione biologica della malattia
proliferativa prostatica. D’altra parte, PU150 e PU152 esprimono una
positività citoplasmatica analoga a quella ottenuta nella linea cellulare
LnCaP, che è risultata appartenere ad un tumore prostatico meno invasivo
rispetto alle DU145. In sottopopolazioni cellulari di tumori mammari e
polmonari è stata descritta una compresenza citoplasmatica sia di proteina
p53 “wild type” che di proteina p53 mutata. La localizzazione citoplasmatica
delle forme mutate e non mutate della proteina p53 potrebbe risultare dal
legame ad una proteina citoplasmatica alterata tumore-specifica (100).

Nelle sezioni tissutali l’ipoespressione delle forme “wild type” e mutate
in alcuni tumori insieme con una marcata positività in alcune iperplasie
benigne potrebbe indicare che le differenti e più intense procedure di
fissazione necessarie per i tessuti solidi potrebbero denaturare la proteina
p53, esponendo anche nella forma “wild type” della proteina alcuni epitopi
che vengono riconosciuti dall’anticorpo diretto contro la forma mutata.
Quindi la proteina normale denaturata potrebbe esporre un epitopo che
viene riconosciuto dall’anticorpo anti-p53 del clone PAb240. 

Risultano inoltre evidenti una positività nucleare e limitata agli acini
della ghiandola per l’anticorpo PAb1801 ed una positività prevalentemente
citoplasmatica ed estesa anche allo stroma per il PAb240.

La localizzazione della proteina p53, come si è visto, può essere sia
nucleare che citoplasmatica. La variazione della localizzazione cellulare può
dipendere dalle caratteristiche di una forma particolare di proteina mutata.
In condizioni normali, la fosfoproteina p53 viene sintetizzata nel citoplasma
e poi trasportata nel nucleo. La localizzazione nucleare è necessaria perché si
esplichi l’attività fisiologica di fattore trascrizionale ora accertata della
proteina p53. Shaulscky e coll. (104) hanno infatti dimostrato che la
localizzazione della p53 mutante dipendeva dal tipo di mutazione che si
verificava nella proteina. Proteine p53 che presentano mutazioni
nell’estremità carbossiterminale hanno una localizzazione citoplasmatica,
mentre p53 mutate a livello della estremità aminoterminale o all’interno
della proteina hanno una localizzazione prevalentemente nucleare della
proteina stessa. Un’altra possibile spiegazione per la colorazione
citoplasmatica di alcune forme mutanti della p53 è che essa formi complessi
stabili con altre proteine cellulari (per esempio le “heat shock proteins” o la
proteina MDM2).

Altri autori (105) sostengono inoltre che i metodi di fissazione possono
interferire con la localizzazione cellulare. Utilizzando cellule di carcinoma
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squamoso, essi hanno trovato una localizzazione nucleare usando fissativi
non acquosi (metanolo, acetone, methacarn) ed una localizzazione
prevalentemente citoplasmatica usando fissativi acquosi (formalina). Questo
risultato non coincide tuttavia con i nostri dati sperimentali perché sia in
colture cellulari che in tessuti, che prevedono metodi di fissazione differenti,
abbiamo ottenuto chiare localizzazioni citoplasmatiche o nucleari a seconda
dei casi esaminati, indipendentemente dal metodo di fissazione. Per la
rapidità di esecuzione e per la facilità di reperimento dei campioni
(massaggio prostatico), i dati ottenuti in colture cellulari fissate rapidamente
sembrano più appropriati per uno studio diagnostico e preclinico del
carcinoma prostatico, così come sembrano rappresentare un complemento
utile alla raccolta mediante massaggio prostatico di cellule epiteliali esfoliate
che vengono fatte crescere in coltura (100, 101).

Pubblicazioni recenti sembrano indicare che nel carcinoma prostatico,
tuttavia, le mutazioni della proteina p53 con accumulo cellulare si
presentano con maggior frequenza nelle forme metastatiche che non nelle
forme localizzate della malattia (71, 72) ed avverrebbero prima dell’avvio del
processo metastatico stesso. Questa osservazione, se confermata,
conferirebbe alla determinazione immunoistochimica della p53 un grande
valore prognostico nel carcinoma prostatico umano.

Sulla base dei nostri risultati, la rivelazione immunoistochimica della
proteina p53 può essere considerata un importante parametro
immunoistochimico che, insieme con altri parametri fisiologici e proliferativi
ottenuti da cellule in coltura (100, 101), può contribuire alla diagnosi
preclinica e alla valutazione prognostica dei singoli casi di carcinoma
prostatico.

Il reale significato biologico di queste determinazioni troverà un
adeguato riscontro quando, alle scadenze di 2, 5 e 10 anni dalla raccolta dei
dati di laboratorio relativi ai singoli pazienti, si effettueranno le verifiche
cliniche di “follow-up” dei pazienti stessi e si stabiliranno le relative
correlazioni prognostiche.

Il test risulta di estrema semplicità e riteniamo che una volta verificata la
sua validità clinica ed una volta standardizzate le condizioni della sua
esecuzione si possa arrivare a disporre di una misurazione biologica di
notevolissima utilità per la diagnosi e la prognosi di numerose malattie
neoplastiche.
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Conclusione

Con ogni probabilità, la rivelazione di specifici gruppi di mutazioni a
carico di oncogeni e di geni oncosoppressori sarà alla base, nel futuro più
prossimo, di svariate metodologie innovative mirate alla diagnosi precoce di
diverse forme di neoplasie maligne ed anche all’accertamento di stati di
predisposizione per il cancro in diverse categorie di soggetti a rischio.

Le scoperte della biologia molecolare del cancro descritte in questo
volumetto e le altre che emergeranno nel prossimo futuro costituiranno
inoltre la base per nuove metodologie di terapia oncologica.

Non si può non sottolineare, tuttavia, che le stesse scoperte indicano con
precisione l’importanza enorme delle misure preventive nella lotta contro il
cancro, che devono puntare in maniera sempre più energica ad eliminare
dall’ambiente le cause mutagene e carcinogene. Tra queste ultime, emerge
con chiarezza e con grande rilevanza statistica quella costituita dal fumo di
tabacco, che alcuni lavori hanno identificato, tra l’altro, come causa di
specifiche mutazioni anche della proteina p53 (87, 75, 88).
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