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NOTIZIE STORICHE

I COBS é un Ente di ricerca fwofit fondato da docenti e da professionisti palermitani con
I'obiettivo di potenziare la ricerancologican Sicilia.

! COBS si - costituito presso I 6Universit?a
ottenuto il riconoscimento della personalita giwaida parte del Ministero dell'Universita e

della Ricerca Scientifica e Tecnologica (MIUR). Nel 19@8assunto la qualific@NLUS.

Tra | Soci fondatori figurano | 6Universit”™ di
Sono organi del COBS: il Presitte, 'Assemblea dei Soci, @onsiglio di Amministrazione, il
Direttore e il Collegio dei Revisori. Uno dei tre membri del collegio dei Revésmoiminato dal

MIUR. Un comitato tecnico scientifico affianca il Presidente e predispone e coordina programmi

e attivita del Centro.

Nel corso della sua esistenza il COBS si e progressivarseifiig@pato,incrementandde sue

attivita di ricerca e formazioneDalla fondazione al 1995 il COBSatoperato in una sede
provvisoria locata nelle vicinaze degli Istitutiuniversitari d Via Archirafi. Nel 1995 si e
trasferito in nuovi locali messi agposizione dall'Universita di Palermo nel Campus di Viale
delle Scienze. Infine dal 2004, in seguito a convenzione, si e trasferito presso la Clinica La
Maddalena, Dipartimerio Oncologico di Il livello, dove attualmente ojper Quest'ultima
destinazione si e rivelata particolarmente proficua in quanto ha consentito e consente un flusso
continuo di dati e informazioni fondamentali alla moderna ricerca oncologica "dal letto del
paziente al banco di laboratorio e dal banco al letto". Oggi I'attivita del Centro si avvale delle piu
moderne biotecnologie per I'analisi dei geni (genomica) e delle proteine (proteomica) coinvolti
nella comparsa e nella progressione del tumore. Si studieltre i meccanismi che possono
causare l'insorgenza della resistenza ai farmaci antitumorali, con la finalita di migliorare e
personalizzare la qualita della cura sui pazienti. Una particolare attenzione e stata sempre rivolta
alla valorizzazione dedl risorse umane, attribuendo contratti e borse di studio a giovani
ricercatori meritevoli di proseguire la loro missione e di apportare nuova linfa alla ricerca sul
cancro.

STRUTTURA ORGANIZZATIVA

Sono organi del COBS: il Presidente, I'Assemblea dei, 8d&@onsiglio di Amministrazione e il
Collegio dei Revisori. Uno dei tre membri del collegio dei Revisori viene nominato dal MIUR.
Un comitato tecnico scientifico affianca il Presidente e predispone e coordina programmi e
attivita del Centro. Tutte le dahe sociali sono gratuite, salvo il rimborso di spese sostenute,
hanno durata triennale e sono rinnovabili. Un Direttore amministrativo puo essere eletto tra
esperti esterni.

L'Assemblea € como st a da t ut t Assogakione e dee Ffomyano isamoa |l | 6
dellAssociazione stessa. Essa si riunisce almeno due volte all'anno, per l'approvazione del
bilancio consuntivo e del bilancio preventivo (entrad&e previste dalla legge). L'Assemblea
inoltre: provvede alla nomina del Consiglio e dei Revisori @enti; approva gli indirizzi
generali dell'attivita dell’Associazione, pregiosti dal Consiglio Direttivadelibera su modifiche

al presente Statuto; approva i Regolamenti che disciplinano lo svolgimento dell'attivita
dell'’Associazione. L'Assemblea & cocata dal Presidente ogni qualvolta questi lo ritenga
opportuno oppure ne sia fatta richiesta da almeno un terzo degli associati o0 da almeno un terzo
dei consiglieri oppure dal Collegio dei Revisori. Salvo motivi eccezionali, 'Assemblea é
convocata nel tetorio della Provincia di Palermo. L'Assemblea é validamente costituita ed é
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atta a deliberare qualora in prima convocazione siano presenti almeno la meta dei suoi membri.
In seconda convocazione I'Assemblea e validamente costituita qualunque sia rib rene
presenti.

| componenti del Consiglio Direttivo, in numero di sette, sono scelti dall’Assemblea dei soci in
prevalenza tra Docenti universitari di materie che abbiano stretta attinenza con le finalita di
ricerca e di formazione scientifica del COBS Consiglio Direttivo sono attribuite le seguenti
funzioni: la gestione dell'Associazione in ogni suo aspetto, secondo gli indirizzi approvati
dall’Assemblea, ed in particolare il compimento di atti di amministrazione ordinaria e
straordinaria, in relaane agli indirizzi ricevuti; I'ammissione all’Associazione di nuovi
Aderenti; la predisposizione annuale del bilancio preventivo e del rendiconto consuntivo.

Il Presidente viene eletto dall'assemblea dei soci e deve essere Docente universitarioadi mater
di stretta attinenza con le attivita di ricerca e di formazione scientifica del COBS. Al Presidente
dell'’Associazione spetta la rappresentanza dell’Associazione stessa di fronte ai terzi ed anche in
giudizio. Il Presidente svolge, sulla base di poteg possono essergli attribuiti dal’Assemblea

dei soci o delegati dal Consiglio Direttivo, compiti sia di ordinaria che di straordinaria
amministrazione. Gli atti di straordinaria amministrazione, ai quali sia stato preventivamente
autorizzato o che abbdovuto compiere autonomamente per motivi di urgenza, dovranno essere
sottoposti al Consiglio Direttivo per la ratifica alla prima riunione utile. Il Presidente cura, di
concerto con il Direttore, la predisposizione del bilancio preventivo e del bilantsoimivo da
sottoporre per I'approvazione al Consiglio Direttivo e poi all'Assemblea, corredandoli di idonee
relazioni. Il Presidente propone, inoltre, al Consiglio Direttivo i programmi d'insegnamento, di
ricerca e di studio nonché le convenzioni e gticadi di service a favore di strutture di ricerca o
sanitarie. Il Vice Presidente, nominato dall'Assemblea, sostituisce il Presidente in ogni sua
attribuzione e potere in caso di assenza o impedimento, fatta eccezione per le attivita scientifiche
e di direione del Comitato TecnieScientifico.

Il Direttore del Centro ha compiti di gestione amministrativa e contabile del Centro. Collabora
con il Presidente nella esecuzione delle deliberazioni del Consiglio Direttivo e nello svolgimento
delle attribuzioni poprie del Presidente. Partecipa con funzioni consultive alle adunanze
dell’Assemblea dei soci e del Consiglio Direttivo, curando la tenuta dei libri verbali di tali
organi. Inoltre, svolge le funzioni di tesoriere curando la cassa del Centro e tenalulweee i
contabilita. Controlla la tenuta dei libri contabili e cura, di concerto con il Presidente, la
predisposizione del bilancio preventivo e di quello consuntivo.

Compatibilmente con le risorse finanziare, il COBS bandisce contratti per prestazasionat
da svolgersi presso la sede del COBS. Inoltre lavorano presso il COBS dottorandi e assegnisti
del Il 6Universit”™ di Pal er mo, i n seqguito ad opyg
Nel corso del triennio sono stati erogati contratti per le seguenti pres@zoasionali:

N°13 per attivita di ricerga

N°2 operatori informatici

N°1 tecnico di laboratorio

N°1 prestazioni di segreteria
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Con il termine di Oncobiologia, presente nella ragione sociale dBISCE definisce un'area di
ricerca interdisciplinare indirizzata allo studio del tumore come sistema biologico dinamico nelle
sue fasi di insorgenza, crescita, ragiene o progressione versaalignita.

In attuazione ai suoi fini istituzionali, il C&5 promuove, coordina e conduce le seguenti azioni:

Ricerca

a) elaborazione ed esecuzione di programmi di ricerca di base in ambito oncobiologico, presso
laboratori propri;

b) attivitd di ricerca e promozione in settori "traslazionali”, cioé finalizatld sviluppo di

protocolli diagnostici e/o terapeutici;

C) messa a punto e/o controllo di protocolli diagnostici, in collaborazione con Istituti di cura;

d) creazione di banche dat.i nel campo del |l 6or
e) creazione di uncriobanca di campioni bioptici in collaborazione con lIstituti di cura.

Formazione/informazione/prevenzione

a) organizzazione di attivita di formazione sul campo dirette a giovani laureati o diplomati,
nonch® a stagisti, t ersita dii Pakermo icon eui it @G3BB sét i d
convenzionato attraverso specifici protocolli di intesa;

b) organizzazione e/o partecipazione a campagne di formazione/ informazione e prevenzione
dirette a studenti delle scuole medie con la finalita di contribuirceapmuover e una fAcu
buona ;sal uteo

c) collaborazioni e convenzioni con enti pubblici o privati, attraverso il coinvolgimento di
studiosi ed esperti in possesso di competenze scientifiche diverse, finalizzate all'approccio
interdisciplinare dellaicerca sul cancro;

d) organizzazione di congressi, simposi, tavole rotonde atti a favorire scambi di competenze e di
personale con altre istituzioni, nazionali ed internazionali per contribuire allo sviluppo scientifico

e biotecnologico nel settore oncgico;

e) divulgazione di lavori scientifici mediante pubblicazioni su riviste nazionali e internazionali,

sia in cartaceo che on line.

Il Centro infine pud organizzare campagne di sensibilizzazione per la raccolta di donazioni
liberali, per la destinaziee del 5 per mille e di altre offerte per i propri fini istituzionali.
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ATTIVITA DI RICERCA

La realizzazione delle attivita di ricercal d@OBS riguardgrincipalmentea caratterizzazione
molecolare di neoplasie oncologe&lmellediversefasi diesordioe potenziale progressione verso
la malignta E6 bhem o come debtunmee @ossperinodlegarsi a fattori genetici
predisponenti e chka sua evoluzione possa essere variamente influedadtdtori esterni o
inter ni all 6organi smoi bmcéambi emMta gquestinl abti M
connettivoe da vasi sanguigni e linfaticadiacenti al tumor@rimario, nonchéfattori bioattivi
locali o circolanti, inclusole molecole delle difese immunitaripossono svolgere ruoli molto
importanti nel controllo della malattizeoplasticaUno degli obiettivi principali d&a moderna
ricerca oncologica pertantola ricerca di adeguastrumentifinalizzati a lidendificazionedi
marker diagnostici, prognast, preditivi e di risposta alla terapiahe possanaapplicarsialle
diverse branchdd | 6 oncol.ogia clinica

Per la ricerca di biomarcatori si attuano oggi applicazioni nel campo della genomica e della
proteomica, due termini che indicano rispettivalmen | o st udi o del |l 6i nsi el
del | 6insieme dell e proteine espresse in un de
Il genoma umano comprende circa 30.000 geni. Il numero delle proteine espresse dal genoma
umano € significativamente piu elevato rispetto al enardei geni attivi, a causa di molteplici
modificazioni cui vanno incontro le proteine nel corso della loro naturale maturazione.

E6 stato dimostrato che circa |1 01% di tutti
del terzo millennio e quel a d i i ndividuare geni il eader so
storia naturale del cancro, e distinguerl:| d

percorso della malattia.

Come si puo osservare dai dati inseriti in ajftegine @l presente fascicold, COBS dispone

delle principali attrezzature e delle competenze adeggateviluppare le ricerche indicateo
sviluppo della ricerca é fortemente permeato da un indirizzo interdisciplinare e da numerose
forme di collaborazione z#@nali e internazionali.
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SINTESI DELL'ATTIVITA SCIENTIFICA DELL'ULTIMO TRIENNIO
Le principali attivita di ricerca svolte nel triennio sono state le seguenti:
1. Ricerca biomolecolare su campioni bioptici di tumore mammario

Nel corso del triennia ricercatori del COBS hanno proseguito la realizzazione delle attivita
previstein collaborazione con la Clinica La Maddalena eipddtimento Universitario DOSAC.

E6 stat a lammbancagaertaadnservazione dei campioni bioptici (tumore, siero,
sangue e tssito sano adiacente al tumore), chenamentoattuale accoglieirca 400 campioni
bioptici di tessuto tumorale, 300 di sieri e circa 200 di sangue.

Su campioni opportunamente selezionati e tipizzati clinicamente, sono state compiute ile analis
biomolecolari di proteomica e genomica, previste nella programmai@ang).

1. Praliave di frammanto di
carcinoma della mammella in sala
operatoria.

’E'*,'.:":I';‘If'i." ',‘. PgR u%‘ i.
AT S0 "
Yl 3 | e
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2. Un frammanto dal tumore per la diagnosi E.'g"" s
istologica e fattori prognostici.

3, Il frammento speculare viene crioconsarvato

i e @ destinato alle INDAGINI MOLECOLARI.

‘ 4. Screening genomico e proteomico ’

> :> ‘G.Corrnlaxlonlcllnlcht

Figura 1. Diagramma delle attivita.
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1.A) Analisi Proteomica

Léanal i si proteomica si  eseguita attraver s
tessuti tumorali e noetumorali mediante elgbforesi bidimensionale (2IPG) ad alta
risoluzione(Fig.2).

Figura2. Immagine digitale (mappali un prototipo di 2DIPG di carcinoma mammarion culi
ogni proteina e individuata mediante le due coordinate ortogonali di pl e MW.

L6i dent i te'degimapdt @roteidie astatasuccessivamentdeterminata attraverso due
metodologie: la prima si basa sulla degradazione di Edman, che distacca un residuo
amminoacidico alla volta partendo da un'estremitdefhinale libera, e la seconda sulla
determinazine della massa atomica mediante spettrometria eseguita su frammenti triptici della
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proteina (peptide mass fingerprinting). Le sequenze ottenute sono state immesse in rete e
confrontate con le banche dati per la ricerca di omologie con proteine notéooa oo ancora

note, registrate nelle apposite banche dati.

| risultati della proteomica di cellule e tessuti neoplastici cosi realizzati dal COBS nel corso degli
ultimi anni, sono stati depositati, sotto forma di immagini digitali e interattive, natleabdati di
Ginevra al sitdhttp://world-2dpage.expasy.or@fig.3).

Wﬂll DOSAC-COBS 2D-PAGE Viewer

Home page of the DOSAC-COBS 2D-PAGE server to query 'DOSAC-COBS 2D-PAGE’

Homo sapiens (Human)

8701_BC BC_SERUM BC_TISSUE FIBROBLASTS
{ 8701 Breast cancercells }  { Breast Cancer Serum } { Breast Cancer Tissue } { Human Demal Fibroblasts }
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FNA HB2 HL60 LYMPHOCYTES
{ Breast Cancer FNA } { HB2 Mammary cells } { Undifferentiated HL60 cells } { Human Lymphocytes }
i - ol - ]
L — ".' - . ”.:
e — - A
| —— S,
N -
U937

{ Undifferentiated U937 cells }

Figura 3. Riproduzione della 2Bomepageafferente al sito Expasy.

Dal confronto trad mappe presenti anche in rétepossibileverificare come ogni proteoma
cellulare sia contraddistinto da un disegno caratteristico, proprio del fenotipo di appartenenza, un
risultato dinotevoleimportanza per la valutazione dell'espressione genica e fenotipica associata
a un particolare tipo dumore.Le proteine identificate attraverso le metodologie descritte sono
state clusterizzate mediante due criteri: il prilmozionale, che ha consentito di raggruppare le

proteine espresse nel tessut o t umaltropdrlieelii n c a
di espressione i n base al gual e criterio S i sono
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del | 6espressione

di

'COBS.

taefigueard mpomaaun pannelle dai spot preteici p a z

differenzialmente espressi tra tessuto tumoralene adiacente di 13 pazienti oncolcige, dove
le proteine soncstateraggruppate in 7 classi funzionala figura 5 mostra il diagramma dei

livelli di espressione.
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Figura 4. Pannellodi finestre di analisi proteomiche relative a
espresse tra tessuto tumorale e sano adiacente di 13 pazienti.

pmote differenzialmente

Molto alto
59%
V% 0.8->1

CATD b
FABPA
FABPE
GDIS
LEG1b
PARK?
PEBP b
PPIA ¢
PPIA d
PRDX2 ¢
RABP2
ROA1 b
S10A6/M
S10A7
S10AB
S10AB a
SH3L1b
sSoDC
THIO
TPIS b
TPIS ¢
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UBIQ b

Alto
26%
V% 0.6-0.79
CATD a
DDAH2
PEBP a
PRDX1 a
PRDX1c
PRDX2 b
ROA2
. i S10AD
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5% 0 SODM b
0, -
V% 0.2-0.39 V% 0.4-0.59
BLVRB
PRDX1 b PRDX1d
PRDX2 a PRDX3
ROA1 a

Figura 5. Diagramma illustrante la distriborze statistica dei livelli di intensitédelle proteine
differenzialmente espresse nei tessuti tumorali.
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Da queste i ndagi nchelaquasiredita dedtumort sowaesprideproteine o
appartenenti per la maggior parte alla categoria aeglimi del metabolismo glicolitico. Altre
proteine sono invece ip@spresse in modo sporadico tra zipati, e questo rende tali proteine
ottimi candidati per la subpizzazione dei tumori.

| risultati di queste indagini sono stati pubblicati su riviste internazionali, come appare
dall'elenco delle pubblicazioni allegate.

1B) Analisi genomica

Loainsail simultanea dell 0espressione differenz
attraverso ladcnica dei microarray offre lpossibilita di correlare i dati di espressione genica
con il maggi or numer o di par amddiagnosi chntca e ni b i

follow-up, istopatologiaproteomica, et§. In questo contesto i microarraylig. 6) possono

QUTPUT

Figurab. At trezzatura per |0

permettere di verificare, non solo quanti e quali geni siano attivi in un éldaze o in un

tessutp e quaé siail loro livello di egressione, ma soprattutto quali variazioni avvengono in
condizioni patologiche. In tal modo e possibile identificare i geni con potenziale attivita
oncogena che sono attivi nelle cellule tumorali di un paziente rispetto a un altro, o rispetto al
tessuto nomale. Allo stesso modo si possono valutare quali geni diffgano il tumore

primario dalle relativemetastasi. | risultati ottenuti da vari laboratori su diversi tipi di tumore
hanno permesso di raggiungere delle conclusioni a volte inaspettate.

L 6 a si @dnimicroarray di numerosi campioni di tumori della mammella ha evidenziato

| 6el evata individualit?@ dei profili di espr e
prelevati in tempi diversi, ad esempio prima o dopo il trattamento terapeutioppie di tumore

e relativa metastasi hanno mostrato di essere piu simili tra di loro che con altri tumori (o
metastasi) a loro omogenei sotto il profilo clinico o 48t@ r f ol ogi co. l nol t i
compiuta su una vasta casistica di tumori di origipgeliale, esaminati per espressione genica

in diversi laboratori, ha evidenziato che solo un numero molto ristretto di geni, poco meno di
venti, € apparentemente associato al processo metastatico. In altre situazioni la tecnica dei
microarrayha permess di identificare alcunmarcatori molecolari predittivi di un particolare
comportamento del tumore, e quindi di utilita clinica. Infatti, per alcuni tipi di tumoriquali i

tumori alla mammella, cDNA microarray hanno evidenziato la presenza disclaszionali di

geni che distinguono gruppi a maggiore e minore aggressivita. Questo risultato riveste

undi mportanza <c¢clinica molto significatiyva,;

mammario in eta giovanile é stato identificato un profilo diressione genica che € un

predittivo dell aggressivit”™ della malatti a,
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consente di procedere con una piu corretta modulazione della terapia. Un rilevante contributo di
questo apprago € la possibita di predire, attraverso i profili protegenomici, le diverse
risposte ai trattamenti farmacologidi pazienti affetteda tumori clinicamente simili, e di
applicareuna terapia personalizzata

Queste ricerche iniziate gia lo scorso anno, sono soclrealizzazione e potenziamento.

1C) Le Metalloproteasi di Matrice (MMP)

Le metalloproteasi di matrice, in particolare le gelatinasi MME MMPR9, sono enzimi
proteolitici che intervengono durante la fase invasiva dei carcinomi degradando la lamalea bas

e il connettivo adiacente: per tale motivo queste molecole sono considerate dei validi marcatori
prognostici.

Le ricerche in questa direzione si sono svolte valutando i livelli di attivita sierica delle gelatinasi
A e B in pazienti affette da carcin@anmammaridFig.7).

. . -
s o

Breast cances pahents i neoadpmvant ther apn

Breast cancer patients with metastasiz i adgpuvant therapy
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Figura 7. Pannello di zimografie eseguite su campioni sierici di pazienti con carcinoma
mammario.

A tale scopo, sono state arruolate 200 pazienti con carcinoma duttale infiltrante. Mediante analisi
zimografica, per ciascunadelle20azi enti, @ st ata monitorata |
siero; [ campi oni sierici coll ezionat. al mo
conservati a80°C. Ciascuna aliquota e stata usata una sola volta al fine di ewttivadione o

la degradazione degli enzimi dovuta a processi di congelamento e scongelamento. In tutte le
pazienti in esame sono state evidenziate bande di attivita litica riconducibili alle gelatinasi pro
MMP-9 (92Kda) e preMMP-2 (72Kda), mentre in nessa dei sieri saggiati, & stato possibile
individuare le forme attive degli stessi enzimi. In alcuni campioni sierici, soprattutto quelli che
mostravano unobdel evat a a t9feistato possibie diingneee ulierma d e |
bande litiche acklevato peso molecolare, verosimilmente corrispondenti a complessi formati
rispettivamente da dimeri di MMP e da preMMP-9 e daTIMP1.
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Il n general e, per tutt. [ campi oni-MMP9 e gtatac i an
non solo piu eleva rispetto a quella della pddMP-2, ma anche piu variabile tra le pazienti.

Le correlazioni tra i livelli di espressione delle due gelatinasi e i parametri clinici e il fajjow

delle pazienti, sono in fase di completamento.

Parallelamentele analisizimografiche sono state eseguite anche sugli estratti tissutali di circa

100 pazienti. Interessante notare, il profilo gelatinasico risulta variabile da paziente a paziente
per la presenza/assenza delle bande di attivita litica riconducibili alla pro-M&Rlla pro

MMP-2; in piu, negli estratti tissutali sono evidenziabili anche le forme attive, che in genere non
sono visualizzabili nel tessuto sano adiacente al tumore e neppure nel siero. Come per il siero, in
alcune pazienti e stato anche possibileimistere bande a elevato peso molecolare. Alcuni dei
campioni tissutali analizzati inoltre presentano bande di attivita litica multiple in un range di
peso molecolare compreso tra 75 ed 80 kDa; € noto che altre MMPs comd& MWARP-8 ed

MMP-13, possonodigei re | a gel atina ma con unodéaffinit?
la presenza di tali bande potrebbe derivare da tagli catalitici operati della MMP9 su siti
alternativi. Per valutare le possibili correlazioni cliniche tra attivita gelatinaisicantrata in

sede tumorale e i parametri clinipatologici i volumi densitometricamente quantificati

del l 6attivit?® enzimatica tramite correlazion
tumore, lo stato dei recettori degli estrogeni e debgesterone, lo stato del recettore Her2 e

infine con il grado di espressione del Ki67 di ciascuna paziente. Interessanti correlazioni positive
sono state riscontrate tra i livelli tissutali della MMPsia nella forma prosia nella forma
attivata con ilgr adi ng del tumore G, e con | 6espress
correlazione negativa tra i livelli di attivita della MMPe i livelli di espressione dei recettori

degli estrogeni e del progesterone.

Infine, sono stati valutati tramite Westdstot i livelli di espressione della MTMMP, enzima

chiave nella cascata di attivazione della MEIP Sono state immunorilevate tre bande
rispettivamente comprese tra-68kDa, 5358 kDa. riconducibili rispettivamente alla forma pro

e alla forma attiva del MT1-MMP, alcune delle pazienti in esame presentano anche delle bande

a 4044 kDa che dalla letteratura sappiamo sono generate per autocatalisi delMNV.1

Le analisi di correlazioni per tale enzima sono in corso di validazione.

~

2. Analisi del microambie nt e t umor al e su model | i Ain vit

Attraverso opportum modelli in vitrgFig.8) e con la collaborazione di altre unita di ricerca
afferenti alle Universita di Pisa, Firenze e Modena, il
COBS ha condotto una serie di indagini sulla
simulazione in vitrodel microambiente tumorale,
verosimilmente responsabile di effetti epigenetici
sulle cellule neoplastiche e corresponsabile della
transizione epitelianesenchima delle cellule
tumorali di origine epiteliale.

Questa forma di trandifferenziazione epigertiea
(EMT) appare in modo transitorio durante lo
sviluppo embrionalen cui informazioni istruttive
(insieme a determinanti genetici) operano
transientemente tra i due compartimenti per guidare

la morfogenesi di organi e tessufNegli organi
adulti, le interazioni epiteliestroma sono
temporaneamente operative e regofate veicolare
segnalia sostegno dell'omeostasi tissutale e per la

Figura 8. Micrografia a scansione
cellule di carcinoma mammario
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regolazione del rinnovamento e della riparazione dei tessuti. Nel cancro queste interazioni sono
deregolate e aberrangd e stato suggerito che la propensione metastatica delle cellule
neoplastiche, piuttosto che pileterminata, sia il risultato di influenze epigenetiche esercitate da
condizioni microambientali alterate.

Infatti, correlazioni cliniche e istopatologichedicano che molto spesso la reazione stromale,
piuttosto che contrastare la propagazione delle cellule neoplastiche (come si riteneva in passato),
si associa a prognosi infauste. In breve, la deregolazione del microambiente dove cresce e si
sviluppa il tunore, diviene direttamente o indirettamente responsabile del graduale e progressivo
deterioramento della regolazione omeostatica tissutale, incluso il controllo della proliferazione
cellulare, della polarita, delle interazioni celkdallula e cellulamatiice.

Numerose evidenze sperimentali indicano come nelllambiente tumorale si verifichi un
reclutamento di fibroblasti e macrofagi. Per esempio si € osservato che la densita dei macrofagi
aumenta nel sito del tumore e che gli stessi sono in grado di proooteati fattori di
stimolazione diretti alle cellule neoplastiche, incluse le mammarie, alle cellule endoteliali ed ai
fibroblasti. Similmente, i fibroblasti attivati possono produrre un vasto repertorio di fattori
pleiotropici, tutti potenzialmente attivsulle cellule neoplastiche e/su altre cellule
mesenchimali.Altrettanto rilevanti, ai fini della progressione maligna del tumore sono le
possibili influenze a carico della componente endoteliale, attraverso modulazioni del sistema
fibrinolitico e delleattivita invasive e angiogenetiche.

L'obiettivo generale di tali ricerche in vitro e stato quello di studiare, attraverso opportuni
modelli se e come cellule neoplastiche, fibroblasti, macrofagi e cellule endoteliali, che
rappresentano i piu rappresentatcitotipi del tessuto ospite, siano in grado di interagire
reciprocamente, in condizioni di normale apporto di ossigeno e di ipossia, una condizione che di
frequente si associa allo sviluppo del tungbig.9).

| risultati di queste ricerche sono statibplicati su riviste internazionali e presentati a numerosi
convegni nazionali e internazionali.

Modello sperimentale in vitro
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Figura 9. Diagramma illustrante i modeiti vitros vi | uppat i nel |l 6ul ti mo
delle interazioni cellulanatrice.

SINTESI DELLE ATTIVI TA SVOLTE NEL TRIENN 102008-2010 17
E PROGRAMMAZIONE ATTI VI TAS PTERRENNIO 2011-2013



PROGETTI DI RICERCA
CHE SI INTENDE REALIZZARE NEL TRIENNIO 2011-2013
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PROGETTI DI RICERCA

Durante il prossimo triennio saranno continuate e implementate le ricerche in corso da alcuni
anni, tramie modelli di studio dal vivo é vitro, volte all'identificazione di nuovenolecole
biologiche corfunzioni di possibili biemarcatori per la diagnosi e cura dei tumori.

In ambito Regionale,| iCOBS e stato selezionato tra gli Enti che si sono proposti per la
partecipazione al costituenddistretto ad Alta Tecnologia Biomedico”. Tra le Aree

Tematicei ndi vi duate dall 6Assessoiltadl®Area Hilseguitdsa ni t
riportate.
1. Sistemidi diagnostica integrata per medicina grsonalizzata

Nel presente progetto si intende mettere a disposizione le competenze e le tecnologie proteo
geromiche da anni sviluppate su campioni bioptici provenienti da tessuti chirurgici e fluidi
biologici di pazienti in cura presso la clinica La Maddalena per la costruzione di array poteici
genomicifinalizzati alla diagnostica differenziale e personatazdi pazienti oncologici, con
particolare riferimento al carcinoma mammario, di cui si dispone una buoraacia bioptica
Obiettivofinaled e | progetto  quello di contribuire a
differenzialmente nel carmoma mammario e procedere alla loro validazione come marcatori
specifici tramite l'integrazione dei dati molecolari ottenuti con i dati clinici e istopatologici
provenienti dalle diagnosi sui singoli pazienti. Questo studio permettera di selezionatmarc

mol ecol ar i con un alto valore prognostico e
biotecnologici trasfebili alla pratica ospedaliera

2. Biotecnologie Elaborazione di matrici 3d per la crescita e il differenziamento
cellulare in vitro e per ricostruzioni post-opertorie.

La matrice extracellulare (ECM) €& una struttura macromolecolare, complessa e variamente
organizzata, che sottende o compenetra organi e tessuti svolgendo funzioni di supporto,
sostegno, difesa e trasmissione di stimoli biogti. Oltre a queste funzioni trofimeccaniche la

ECM esercita profonda influenza sul comportamento cellulare (adesione, proliferazione,
apoptosi, migrazione) e sui pattern di espressione genica delle cellule che entrano in contatto con
alcune delle molede che la compongono tramite opportuni recettori. Fra i costituenti principali
della ECM vi sono molecole collagene (fibrillari e non) e proteoglicani (PGs). A queste
component.i S i associano, i n varia misuera, m
concorrono a formare una rete tridimensionale che ingloba le cellule e ne influenza I'attivité.
Fattori bioattivi, enzimi proteolitici in forma latente, attivatori/inibitori enzimatici sono alla base

del rimodellamento fisiologico e regolato della ECMelaso di alcune malattie degenerative e

nel cancro, si assiste a profondi mutamenti nella struttura e composizione della ECM, con effetti
spesso devastanti per | 6organo col pito.

Negli ultimi anni la matrice extracellulareé stata ampiamente studiata corseaffold
biodegradabile per la rigenerazione di tessuti, con particolare attenzione ailg bhslla

cartilagine e dellp e | | e . Pi ¥ di recente  stato ricono
ricoprenella trasmissione sinaptieanel trasferimentdei segnali nel Sistema Nervoso Centrale

l nol tre, ~ stato dimostrato in sistemi anin
mi grazione, di fferenziazione e integrazione

adulti (Reilly GC, Engler A.J Biomech 2010 Jan 5;43(1):562)
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Alla luce di quanto sopra, rimane inesplorato il campo dello stroma tumorale, che di contro si sa

svolgere un ruolo fondamentale nell édinvasi vi
qguelli del nostro gruppo hanno di mostrato | 6esistenza di
neosintesi allodinterfaccia tumore ospite, in
altres?® dimostrato, medi ante sistemicellulari vi tr

mesenchimali, sul comportamento di cellule neoplastiche in coltura (proliferazione, adesione,
migrazione, invasione in matrigel).

Nel presente progetto ci si riproporm studiarein collaborazione con le imprese interesskte,
realizzazione dimatrici tridimensionali, a partire da molecole della matrice individualmente
scelte e combinate (collageni, proteoglicani, fattori bioattivi, altro) da utilizzare in vitro e in vivo,

col fine wultimo dell a tras!| azanno noeme sihbstrati pen ma n o
cellule in coltura e si valuteranno gli effetti, permissivi o inibitori, indotti da molecole della
matrice all duopo utilizzate. Per i saggi i n

cellule di carcinoma mamario preiminarmente seleziwate nel nostro laboratorio, in presenza e
in assenza delle matrici da noi ricostituite.

3. Sienze Omiche

Nel corso degli ultimi dieci anni, a partire dalla conclusione del progetto genoma, si e verificato

un incremento esponenziadee | | e vari e branche dell domica, p
dalla trascrittomica e dal met abol oma. Ef f e
ottengono circa 425.000 risultati. Questa enorme quantita di informazioni riflette da tend par
crescente interesse per questo tipo di approccio alla ricerca di base e applicata, ma indica anche
una ingestibile pletora di dati, per la maggior parte frammentari, che servono ancora poco al
progresso delle conoscenze biologiche e patologiche Verspiali sono state indirizzate le
investigazioni, e ancor meno alle applicazioni cliniche delle ricerche stesse. Pertanto i piu recenti
orientamenti della comunita scientifica internazionale sono indirizzati alla razionalizzazione dei

dati proteomici, dataverso la creazione di banche dati dedicate che servono come piattaforma per

lo studio funzionale di putative ongbr ot ei ne. Tal i studi , coll et
bi ol ogyo, sono essenzial ment e rivoltila all a
discriminazione di geni leader e passengers coinvolti nella cancerogenesi.

Nel presente progetto intendiamo mettere a frutto le conoscenze acquisite nel nostro laboratorio,
relative a un centinaio di pazienti affette da carcinoma mammario, e divetsaieedi proteine
identificate tramite sequenziamento, per la creazione un database delle proteine
differenzialmente espresse (PDE) in campioni oncologici rispetto a contropattimorali. Le

proteine differenzialmente espresse saranno validate medianestern blot e
immunoistochimica. Il cluster di PDE sara sottoposto ad analisi statistiche e funzionali tramite
software di fAgene ontologyo al fine di defini
nodali. Per le proteine di particolareangésse, ritenute prodotti di geni leader, saranno analizzati

i livelli di trascrizione mediante Real time PCR.

Le patologie oncologiche su cui pensiamo di poter offrire un contributo sono, oltre al carcinoma
mammario, quello della tiroide e del colon.
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ATTI VI TAS6 DI FORMAZI ONE

Nel corso del triennio 2008010 il COBS ha svolto attivamente, o ha partecipato allo
svolgimento di numerose attivita formative, come di seguito riportato.
Dottorato di Ricerca

Partecipazione alaftorato di ricerca in Genomica e proteomica nella ricerca onogica ed
endocrinemetabolicéc on supporti strumental. e con un c
Palermo alle seguenti tesi di Dottorato:

2008
Dott.ssaNadia Ninfa Albanese.Influen z a d e | mi croambiente sull 0c¢
cellule di carcinoma mammario e identificazione di potenziali marcatori di invasivitar:

Prof. Ida Pucci Minafra

Dott.ssaMariaveraLo Presti.ldentificazione di marcatori molecolari per la cagaizazione
funzionale di sottotipi distinti di carcinoma mammaiiator: Prof. Salvatore Feo

Dott.ssa Silvia ShacchDevelopment of in silico and in vitro models for the study of the
genetics bases of autisifutor: Pof. Valentino RomandCo-Tutor: Rof. Salvatore Feo

2009

Dott. Gianluca Di CaraSt udi o degl i ef fetti i ndotti dal |
carcinoma mammario: individuazione di marcatori e possibili applicazioni cliniChtor:

Prof.ssa Ida Pucci Minafr&o-Tutor: Dott.sa Patrizia Cancemi

Dott. Davide Randazzo.Attivita del Fattore della Trascrizione BelfZbp89 nel

di fferenziament o Mi oge n.Tatar::Profc $alvadotetFeoiTwor:a zi o n
Dott.ssa Agata Giallongo (IBIM, CNR, Palermo)

Dott. Giovanni Zito. Isolamento e caratterizzazione di Cellule Staminali nel Carcinoma
Anaplastico della TiroideTutor: Prof.ssa Carla Giordano

20082010in Corso

Dott.ssa Francesca Costantiluentification d proteomic clusters related tbe breast cancer
progression Tutor: Prof.ssa Ida Pucci Minafra

20092011in Corso

Dott.ssa Rosa Mussdescription of a Human Papillary Thyroid Carcinoma Cell Line:
Morphologic Study and Proteomic Analysiaitor: Prof.ssa Ida Pucci Minafra
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Accoglienza diTesi Speimentali
Laurea triennale in Biotecnologie
A.A. 20072008

Veronica Gammino Applicazioni di elettroforesi bidimensionale per la ricerca di eventual
marcatori tumoraliRelabre: Prof.ssa Ida Pucci Minafrf@prrelatore: Patrizia Cancemi

Giusy GraziaSparla.Rilevazione di attivita proteasica per applicaziohiniche in pazienti
oncologicheRelatoreProf.ssa Ida Pucci Minafr&orrelatore: Dott. Maria Rita Marabeti

Yuri Chioda Costruzione di array genomici per l'analisi di gempdificati in cacinomi
mammari.Relatore: Prof. Salvatore Fe@prrelatore: Dott. Claudia Mazzarella

Maria Teresa Di Salvo Regolazione dell'espressione del gerddyc in risposta all'inérferone
di tipo | e di tipo 1. Relatore: Prof. Salvo Feo; CorrelatoBott. Flavia Contino

Maura Cimino Modulazioni del profilo proteomico indotte da Substrati Collagene su €aliul
Carcinoma Mammario 876BC. Relatore: Prof.ssa Ilda Pucci MinafraCorrelatore: Dott.
Gianluca Di Cara

A.A. 20082009

Anastasia PaviaProteonica comparata di due espianti cotaterali di carcinoma mammario.
Relabre: Prof.ssa Ida Pucci Minafr@prrelatori: Dott.ssa Francesca Costantini, Dott.ssa Nadia
Ninfa Albanese

Rosario Vallone Analisi delle mutazionie del gene-IRAS su campioni dtarcinoma del colon
retto metastatici tramitesequenziamento e Real Time PCRelatore: Prof. Salvo Feo;
CoarrelatorieDott. Flavia Contino.

Francesca Randazzd#roteom¢ a di f f erenzi al e diibiliteresiganttaul e p
citochine. Relabre: Prof.ssa Ida Pucci MinafraCorrdatore: Prof.ssa Carla Giordano;
Coadiutori: Dott.ssa Nadia Ninfa Albanese, Dott.ssa Antonina Coppola.

Vincenzo Gennaldentificaziore di markers tumorali tramite sfrometria di massa Maldof.
RelatoreProf.ssa Ida Pucci Minafr&orrelatori: Dott. Gianluca Di Cara.

Stefania Maniscalcnalisi Proteomica Comparata tra Cellule @arcinoma Mammario e
Tiroideo. Relatore:Prof.ssada Pucci MinafraCorrdatore: Prof.ssa Carla Giord&padiutore:
Dott.ssa Rosa Musso.
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A.A. 20092010

Marzia Pucci Protene S100 nel carcinoma mammari®&elatore Dott.ssa Patrizia Cancemi;
Correlatori: Dott.ssa Nadia Ninfa Albanese, Dott.ssai®Rita Marabeti.

Mariangela Cascio MarianaAttivita del fattore trascrizionale MBR sul promotore del gene
ERBB2 in cellule di carcinoma mammari®elatore: Prof. Salvatore Fe&orrelatore: Dott.
Claudia Mazzarella.

Chiara Modica Ricerca di biemarcatori sulla linea cellulare dopap (carcinoma papillare
tiroideo).Relatore:Prof.ssa Ida Pucci Minafra; CorrelatoBott. Rosa Musso.

Livia Marrone Identificazione dei partners molecolari del recettore HERramite
immunoprecipitazione e spettromat di massa Relatore: Prof.ssa Ida Pucci Minafra,;
Correlatori: Dott. Gianluca Di Cara.

Laurea Magistraledo in fABiotecnologie per
A.A. 20082009

Giovanni Valenti. An in vivo and in vitro approach for studying MME MMP-9 and MMR14
in cancer researchRelatae: Prof. Ida Pucci MinafraCorrelatore: Prof.ssa Gillian Murphy
Tutor: Dott.ssa Maria Rita Marabeti, Marton Fogarasi.

Roberto Adelfio Ruolo del fattore MBFL nella regolazione trascrizionale del g&RRBB2 nel
carcinoma mammarioRdatore: Prof. Salvatore FeoCorrelatori: Dott. Flavia Contino,
Dott.Claudia Mazzarella.
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Organizzazione e partecipazione a corsi dofmazione

Organizzazione congiunta con Merck Serono S.p.ARo ma , d e BioteChobgis e i

Me d i ccomattribuzione di crediti formativi (Rif. ECM° 3608001761)svoltosi a Palermo

il 20 Giugno 2008Al corso hanno preso parte 13 docenti e relatori di cui 7 provenienti da altre

sedi nazionali (A. AlbiniMilano; L.SanttRoma; A. PizzutRomaC.A. RedPavia;C. Serafini

Roma; L. Silenge Torino, Marco SoriaSalerno), e sei afferenti al nostro Ateneo (l. Pucci
Minafra, S. Feo, C. Giordano, E. Cittadini,
della Sala Magna dello storicBalazzo Steri, sede del Rettorato, dove gli esperti hanno
presentato e discusso diversi esempi delle piu moderne applicazioni in campo biotecnologico,
con particolare riferiret o0 ai tumori . Lbdevento  stato pub
giovanericercatore.
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