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INTRODUZIONE 
 

 

1. Il medulloblastoma 

 

 

1.1 Generalità 

 

Il medulloblastoma (MB) è il più frequente tumore cerebrale maligno 

dell’età pediatrica. Insorge nel cervelletto (80% nel verme e 20% negli 

emisferi) ed ha origine istogenetica incerta. Più comune nei maschi 

che nelle femmine, lincidenza si aggira intorno ai 5 bambini su 

milione di età tra 0 e 14 anni; il picco di incidenza si colloca in 

corrispondenza dell’ottavo anno, sebbene in una significativa 

percentuale di casi (30%) il tumore si sviluppi in età adulta, addirittura 

in pazienti anziani. [1,2,3]  

Nella maggior parte dei casi il tumore è sporadico, ma nel 10% dei 

pazienti si osserva una predisposizione genetica ereditaria, come 

sindrome Turcot di tipo 2, nella sindrome di Gorlin, e nella sindrome 

Li-Fraumeni. [4-7] La sindrome di Turcot di tipo 2 è causata da 

mutazioni nella linea germinale del gene apc (adenomatous polyposis 

coli), coinvolto nel sistema molecolare di trasduzione del segnale 

WNT (Wingless Type), ed è caratterizzata dalla presenza 

concomitante di tumori cerebrali primitivi, tra cui il MB, e di FAP 

(Poliposi Adenomatosa Familiare). [8] La sindrome di Gorlin risulta da 

mutazioni ereditarie nel recettore Patched (Ptch), appartenente al 

sistema di signaling Sonic Hedgehog (Shh); viene anche definita 

sindrome dei nevi multipli basocellulari e consiste in carcinomi 

multipli a cellule basali (epiteliomi), cisti mandibolari multiple, 

anomalie vertebrali e della colonna (solitamente spina bifida) e 

calcificazioni della falx cerebri. [4] La sindrome di Li-Fraumeni è 

causata da mutazioni ereditarie nel gene oncosoppressore p53 e gli 
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individui affetti sviluppano neoplasie multiple, incluso il MB, sia a 

livello del SNCsia in altre sedi. [4] 

Il medulloblastoma ha una notevole tendenza a metastatizzare nel 

SNC, attraverso il liquido cefalorachidiano, ma anche all'esterno del 

SNC, come nelle ossa, nel midollo osseo, in linfonodi, nel fegato e nei 

polmoni. Al momento della diagnosi, circa un terzo dei pazienti 

presentano disseminazione metastatica nel SNC e un piccolo, ma 

significativo, numero di pazienti presenta metastasi extraneurali. [7] 

 

 

1.2 Trattamento terapeutico  

 

La terapia classica associa l’asportazione del tumore primitivo alla 

radioterapia dell’intero neuroasse. La chemioterapia adiuvante si è 

dimostrata utile in tutti gli stadi della malattia. [7] Esistono differenze 

sostanziali tra i protocolli terapeutici applicati in USA e quelli 

applicati in Europa: i primi hanno applicato una consistente riduzione 

della dose di radiazioni (da 36.0 Gy a 23.4 Gy), compensando tale 

riduzione con nuovi trattamenti chemioterapici adiuvanti; i secondi 

hanno mantenuto il trattamento post-operatorio dei pazienti a rischio 

standard con alte dosi di radiazioni (36.0 Gy), combinate sempre a 

chemioterapia adiuvante. [7] Con gli attuali protocolli, la sopravvivenza 

a cinque anni senza recidiva varia dal 25% al 70%, in rapporto alla 

qualità dell’ exeresi, alla presenza di metastasi diffuse al momento 

della diagnosi e all’età del paziente, fattori che distinguono i pazienti 

ad alto rischio da quelli a rischio standard. [3,7] 

La malattia e il suo trattamento comportano effetti collaterali a lungo 

termine, soprattutto neuroendocrini e cognitivi, in particolare per i 

bambini con età inferiore agli 8 anni. Per i bambini con età inferiore ai 

tre anni si stanno sviluppando nuovi protocolli terapeutici per 

minimizzare la tossicità associata al trattamento, senza 

comprometterne l’efficacia. Il SNC è infatti ancora in sviluppo e la 

radioterapia cranio-spinale causa danni molto gravi al tessuto sano 
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circostante il tumore. Una proposta terapeutica vede affiancate alle 

radiazioni e alla chemioterapia il recupero di cellule staminali 

autologhe del paziente trattato. Questo trattamento è ben tollerato e la 

sopravvivenza a breve termine porta risultati promettenti: è, però, 

ancora da dimostrare l’efficacia a lungo termine. [7] 

L’ approccio terapeutico futuro potrebbe essere quello di utilizzare 

diverse combinazioni tra inibitori e induttori dei diversi pathway 

coinvolti nella patogenesi in associazione a terapie convenzionali. [6,7] 

 

 

1.3 Classificazione, istogenesi e varianti istopatologiche 

 

La WHO (World Health Organization, Organizzazione Mondiale della 

Sanità) annovera il MB fra i tumori embrionali del SNC. Tuttavia una 

classificazione più precisa al momento è difficile, a causa dell’origine 

istogenetica incerta del tumore. E’ stato ipotizzato che alcuni MB 

derivino dallo strato dei granuli esterni e altri da cellule progenitrici 

comuni come le cellule della matrice subependimale A lungo si è 

dibattuto se considerare il MB fra i tumori neuroectodermici primitivi 

(PNET, Primitive Neuroectodermal Tumors) proprio perché almeno 

un sottogruppo di MB, la variante desmoplastica, origina dalle cellule 

dallo strato dei granuli esterni (EGL, External Granular cell Layer) del 

cervelletto e quindi ha istogenesi assimilabile a quella dei PNET. 

Tuttavia il MB si differenzia dai PNET per altri aspetti: alcune 

alterazioni genetiche coinvolte nella sua evoluzione, diversi aspetti 

molecolari nonché per la risposta alla radio- e alla chemioterapia. Per 

tali motivi l’orientamento attuale della WHO è quello di classificare il 

MB separatamente dai PNET. [2, 9] 

La classificazione della WHO comprende diverse varianti 

istopatologiche del MB: 

− MB classico (~70% dei casi), caratterizzato da cellule densamente 

stipate di forma rotondo-ovalare con nucleo ipercromatico e scarso 

citoplasma. In meno del 40% dei casi sono presenti delle rosette 
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neuroblastiche. Dal punto di vista ultrastrutturale, le rosette 

neuroblastiche sono caratterizzate dalla presenza di cellule 

differenziate in senso neuronale/neurocitico con prolungamenti 

citoplasmatici di tipo neuritico, localmente adesi gli uni agli altri 

per la presenza di placche specializzate di adesione intercellulare, 

giunzioni di tipo aderente; 

− MB desmoplastico (~15%), caratterizzato da aspetto nodulare 

della lesione in cui cellule indifferenziate producenti collagene 

circondano nidi di cellule maggiormente differenziate in senso 

neurocitico; 

− MB ad estesa nodularità ( meno dell’1%) con cellule intranodali 

che mostrano una marcata differenziazione neuronale associata alla 

presenza di un feltro fibrillare; 

− MB a grandi cellule/anaplastico (~10%), composto da cellule 

grandi con nuclei rotondi, oppure pleiomorfi e angolati, e nucleoli 

prominenti. Sono spesso presenti abbondanti mitosi, numerose 

cellule apoptotiche ed estese aree di necrosi; 

− MB melanotico e medullomioblastoma, due varianti 

estremamente rare del MB classico. Il MB melanocitico si 

differenzia dal MB classico solo per la presenza di melanina nelle 

cellule, che si possono organizzare in cluster e assumere un aspetto 

epitelioide e un’architettura tubulare o papillare; il 

medullomioblastoma mostra aspetti di differenziamento 

rabdomioblastico, per cui la formazione di fibrille muscolari può 

risultare evidente, oppure le cellule sparse, grandi e globulari 

possono presentare reattività alla desmina o caratteristiche 

rabdomioblastiche a livello ultrastrutturale. [2] 

L’insieme di queste varianti si può considerare uno spettro continuo, 

con un gradiente di differenziazione crescente, andando dal MB a 

grandi cellule ad un estremo, al MB ad estesa nodularità all’altro 

estremo. [2,3,7,10] E’ stato di recente riportato che la classificazione 

clinicopatologica del MB correla con l’espressione dei fattori di 

trascrizione OTX1 e OTX2. Praticamente tutti i MB esprimono OTX1, 
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OTX2 o entrambi; l’mRNA di OTX2 correla con l’istotipo classico 

mentre l’espressione del solo mRNA di OTX1 correla con la variante 

desmoplastica. [6] 

 

 

1.4 Marker prognostici e stratificazione del rischio  

 

Diversi trials clinici hanno portato all’identificazione di tre importanti 

fattori prognostici: 

− Età del paziente al momento della diagnosi: per i bambini con 

età inferiore a tre anni il rischio che il tumore progredisca 

sfavorevolmente nei cinque anni successivi alla diagnosi è 

nettamente più alto, determinato anche dalle restrizioni 

terapeutiche che l’età impone; 

− Estensione dei residui neoplastici post-operatori: se i residui 

post-operatori superano l’estensione di 1,5 cm2 si ha una prognosi 

peggiore rispetto alla presenza di residui di minore estensione o 

alla rimozione totale della massa tumorale; 

− Metastasi tumorali: la presenza, al momento della diagnosi, di 

metastasi nel SNC o extraneurali,  rappresenta un fattore 

prognostico negativo. [7] 

La classificazione adottata negli USA distingue così due gruppi di 

pazienti: quelli a rischio standard con alta percentuale di 

sopravvivenza a 5 anni (intorno al 70%) e quelli ad alto rischio, che 

presentano invece uno o più fattori prognostici negativi, per i quali la 

sopravvivenza a 5 anni è drasticamente più bassa (25%). In Europa il 

rischio viene attribuito sulla base dell’età del paziente e della 

stadiazione secondo i criteri di Chang ovvero in base alla 

dimensione/localizzazione del tumore (stadio T) e alla presenza di 

metastasi (stadio M). [7,11]  

Sebbene la classificazione del rischio sia attualmente fatta sulla base di 

questi parametri clinici è ormai riconosciuto come caratteristiche 

istopatologiche e molecolari/genetiche possano costituire strumenti 
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estremamente utili per predire il comportamento biologico del MB e la 

sua capacità di rispondere alle terapie. 

La prognosi del MB dipende dal quadro istopatologico: i MB ad estesa 

nodularità hanno, in genere, un decorso clinico positivo: tanto più il 

grado di nodularità è esteso e più è spiccata la differenziazione in 

senso neuronale delle cellule intranodulari più la prognosi migliora. I 

MB a grandi cellule/anaplastiche sono quelli associati a prognosi 

peggiore. Aspetti di anaplasia si possono riscontrare in tutti i sottotipi 

di MB e le lesioni sono piuttosto eterogenee perciò gradi diversi di 

anaplasia possono essere presenti all’interno dello stesso tumore. 
[10,12,13] Giangaspero F e collaboratori hanno recentemente analizzato 

364 casi di MB, tra cui i 257 che mostrano caratteristiche anaplastiche 

sono stati suddivisi in tre gruppi: MB con anaplasia lieve, moderata e 

severa. Questi autori concludono che il grado di anaplasia correla 

fortemente con la prognosi ovvero che i casi con anaplsia severa hanno 

sopravvivenza libera da malattia a 5 anni significativamente più bassa 

rispetto a quelli con anaplasia lieve o moderata. [13] E’ opportuno 

sottolineare che la valutazione istologica di anaplasia è molto difficile 

e soggettiva come dimostra il fatto che i dati dello studio di 

Giangaspero F e collaboratori, secondo i quali la maggior parte dei 

casi rientra nei gruppi ad anaplasia moderata (59%) e severa (34%), 

discordano con quelli riportati da Eberhart CG e collaboratori per i 

quali invece la maggior parte dei casi (70%) non mostra o mostra solo 

lievemente segni di anaplasia. [1] D’altra parte, se i casi del primo 

studio vengono suddivisi in due grandi gruppi, MB senza anaplasia 

(MB con anaplasia lieve e MB con anaplasia moderata) e MB con 

anaplasia (MB con anaplasia severa), questi risultano numericamente 

simili a quelli di Eberhart CG e in entrambi gli studi questi due gruppi 

sono associati a prognosi significativamente diversa. Ciò significa che, 

al di là della soggettività, l’istologia da sola riesce a discriminare tra 

casi con prognosi sensibilmente diversa ed ha quindi utilità clinica 

nello stratificare i pazienti ad alto o basso rischio. [13]  
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Il significato dell’apoptosi nel MB non è ancora chiaro, non essendoci 

concordanza tra i dati presenti in letteratura; secondo alcuni autori 

l’apoptosi sarebbe un marker prognostico positivo [14], per altri è 

associata a prognosi negativa [15], secondo altri ancora non ha alcun 

valore prognostico. [16]  

Sebbene non siano ancora entrati nella pratica clinica diversi marcatori 

genetici e molecolari sono stati identificati e proposti per perfezionare 

la stratificazione del rischio.  

La perdita del braccio corto del cromosoma 17, l’anomalia 

citogenetica più frequente nel MB (presente in più del 50% dei casi) è 

stata associata a comportamento biologico aggressivo del tumore. [17]  

I dati presenti in letteratura riguardanti l’associazione tra questa 

aberrazione e una determinata variante istopatologica sono discordanti 

poiché alcuni lavori riportano che essa è sempre associata al tipo a 

grandi cellule/anaplastico [18] mentre altri autori l’ hanno ritrovata in 

tutte le varianti anche se più frequentemente in quelle non 

desmoplastiche (dove sono invece frequenti la perdita di 9q22 e 

10q24, loci cromosomici contenenti geni del pathway Shh). [17] 

L’elevata frequenza della perdita del 17p nel MB suggerisce che a 

questo livello siano presenti uno o più geni oncosoppressori correlati 

alla neoplasia. Il gene p53, che si trova sul braccio corto del 

cromosoma 17, è mutato in una bassa percentuale (10%) dei casi il che 

non rispecchia l’elevata frequenza con cui invece si riscontra 

l’aberrazione cromosomica. [3,19,20] Il gene oncosoppressore HIC-1, 

codificante un fattore di trascrizione e localizzato in 17p13.3 è 

ipermetilato, quindi inattivato, nella maggior parte dei MB ma il 

significato biologico del suo coinvolgimento non è ancora stato 

chiarito. [20] Alterazioni del pathway oncosoppressore p53-ARF sono 

comunque implicate nella patogenesi del MB; la perdita di p53 

accelera, ad es., lo sviluppo della neoplasia in modelli murini della 

malattia [21] e nell’uomo la delezione di p53 predispone all’insorgenza 

del MB come avviene nella sindrome di Li Fraumeni. [19] Elevati 

livelli di espressione di p53 (marker surrogato della presenza di una 
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proteina mutata e non funzionante) sono associati a prognosi negativa. 
[19,22] Nel complesso il pathway p53-ARF è coinvolto nel 20% circa 

dei casi considerando anche alterazioni di altre componenti del 

pathway, ad esempio la delezione del gene e la metilazione del 

promotore di p14ARF o l’iperespressione di MDM2, che hanno 

comunque l’effetto di inibire l’attività di p53. [19,23] Alterazioni del 

pathway di p53 sono più frequenti nell’istotipo a grandi 

cellule/anaplastico associato anche a amplificazione di c-myc; si 

ipotizza che, come avviene in altre neoplasie, l’amplificazione di c-

myc e i deficit nel pathway p53-ARF cooperino nella formazione di 

questo sottotipo di MB. Considerato che p53 svolge un ruolo 

fondamentale nella modulazione della radio- e chemiosensibilità si 

spiega, almeno in parte, perché la variante a grandi cellule/anaplastica 

sia largamente resistente ai trattamenti. [19,24] Come è già stato 

accennato, l’amplificazione dell’oncogene c-myc e gli elevati livelli 

del suo trascritto sono associati a prognosi sfavorevole; 

l’amplificazione di c.myc è stata identificata nel 10-15% dei MB ed è 

correlata al sottotipo a grandi cellule/anaplastico anche se non si tratta 

di un’associazione assoluta. [25]. Anche l’iperespressione ErbB2 è un 

marker di aggressività del tumore mentre l’espressione del trascritto di 

TrKC (NT3 high-affinity neurotrophin tirosine kinase receptor) [7,9,25] e 

la nucleopositività per  β-catenina sono associate a prognosi 

favorevole. [26] TrkC, recettore della neurotrofina 3, promuove 

l’apoptosi nelle cellule di MB. Questo effetto non è fisiologico 

dell’attivazione di TrkC, che normalmente porta alla neurogenesi e 

alla maturazione delle cellule dei granuli di cervelletto. In cellule di 

MB, incapaci di differenziarsi, l’effetto antineoplastico è quello di 

promuovere l’apoptosi. [3] 

Dai dati di uno studio recente [26] condotto su un’ ampia e 

uniformemente trattata coorte di pazienti con MB classico o 

anaplastico emerge un’associazione significativa tra positività nucleare 

per β-catenina, indicativa di attivazione del sistema WNT, e prognosi 

favorevole sia in termini di sopravvivenza totale che di sopravvivenza 
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libera da malattia. Inoltre, bambini con nucleopositività per β-catenina 

che presentano metastasi alla diagnosi o MB a grandi cellule non 

hanno una prognosi così negativa come quella attesa. Si tratta di una 

scoperta inattesa visto il ruolo di β-catenina nel promuovere la 

proliferazione dei progenitori neuronali nonché la crescita cellulare e 

la progressione neoplastica in alcune neoplasie quali il tumore colon-

rettale, l’epatocarcinoma o il carcinoma polmonare. Gli effetti 

dell’attivazione di WNT sono comunque molteplici e tessuto-specifici 

e spaziano da quelli sopra descritti a conseguenze opposte quali 

l’induzione di apoptosi e/o l’arresto della crescita cellulare. [26] E’ 

importante inoltre ricordare che l’espressione di una forma mutata e 

non degradabile di β-catenina in neuroni differenziati di topi 

transgenici non comporta lo sviluppo di tumori o altre alterazioni 

morfologiche suggerendo che l’attivazione aberrante di WNT nei 

neuroni adulti ben differenziati non sia uno stimolo sufficiente alla 

formazione di tumori del SNC. [5] Secondo Ellison DW e collaboratori, 

l’attivazione del WNT nel MB potrebbe influire sul bilancio tra 

proliferazione e morte cellulare e generare cloni di cellule neoplastiche 

particolarmente predisposte ad andare in apoptosi e/o estremamente 

radiosensibili. In alternativa potrebbe portare alla selezione di un 

fenotipo meno aggressivo. Dato che la presenza di β-catenina nel 

nucleo è valutabile su tessuti fissati in paraffina, la sua utilità come 

fattore prognostico è maggiore rispetto a quei fattori che possono 

essere esclusivamente valutati su tessuto fresco. [26] 

In conclusione, la stratificazione del rischio come viene attualmente 

effettuata è imprecisa poiché non è in grado di identificare né quel 20-

30% di pazienti a rischio medio ma con neoplasia resistente alle 

terapie né l’indeterminabile numero di soggetti a rischio medio che 

ricevono trattamenti eccedenti le loro reali necessità. [7] Come i 

risultati di alcuni studi hanno evidenziato [9,13,17,24-26] una 

stratificazione del rischio che utilizzi la combinazione di parametri 

clinici e marker istopatologici e molecolari/genetici ha invece la 

potenzialità di identificare i pazienti con tumori biologicamente più 
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aggressivi per i quali la terapia massimale o trattamenti sperimentali 

sono indicati e i pazienti con tumori meno aggressivi che possono 

essere curati con terapie leggermente più blande in modo da evitare, 

almeno in parte, gli effetti collaterali ad esse associati. 

 

 

1.5 Sistemi molecolari implicati nella patogenesi 

 

Sistemi molecolari differenti potrebbero essere alla base delle diverse 

varianti istopatologiche di MB. 

 

L’ Insulin-Like Growth Factor (IGF) e i recettori di superficie 

cellulare 

Gli IGF I e II sono peptidi con elevata omologia di sequenza con 

l’insulina. Il cosiddetto asse IGF include due IGF, IGF-I e IGF-II, due 

recettori IGF-IR e IGF-IIR e sei IGF-bindind proteins (da IGFBP-1 a 

IGFBP-6). Gli IGF promuovono la proliferazione cellulare e 

inibiscono la morte cellulare programmata. Si presume che IGF-II sia 

principalmente implicato nello sviluppo embrionale precoce mentre 

IGF-I giochi un ruolo principalmente nell’adulto esercitando il suo 

effetto sostanzialmente su tutte le cellule umane. Oltre ad avere effetti 

simili a quelli dell’insulina, IGF-I è un potente peptide neurotrofico in 

grado di stimolare la proliferazione e il differenziamento in particolare 

delle cellule nervose. E’ stato dimostrato che l’aumento di espressione 

di IGF-I riduce la lunghezza della fase G1 del ciclo cellulare e 

favorisce il rientro in ciclo delle cellule progenitrici neuronali nel 

corso di una altrimenti normale neurogenesi corticale. Il messaggero di 

IGF-I e la proteina IGF-IR sono stati trovati sia in campioni di MB sia 

in linee cellulari derivate. La stimolazione di tali linee cellulari con 

IGF-I aumenta il tasso di proliferazione mediante l’attivazione del 

pathway di Erk-1/2. Non solo è stata riscontrata la presenza del 

recettore in un’elevata percentuale di campioni bioptici ma anche la 

sua attivazione. Non è emersa alcuna correlazione tra la presenza di 
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IGF-IR attivato e sottotipo di tumore, età, sesso del paziente o 

localizzazione del tumore il che porta a supporre che si tratti di un 

meccanismo generale coinvolto nella patogenesi del MB. L’unica 

correlazione positiva esiste con TrKC: tutti i campioni positivi per 

TrKC sono negativi per il recettore di IGF attivato e viceversa tutti i 

campioni positivi per la forma attiva di IGF-IR sono negativi per Trk-

C. Come già accennato, la stimolazione di IGF-IR e IGF-IIR induce la 

proliferazione cellulare e impedisce la morte cellulare mediante 

attivazione di Akt/PKB e Erk-1/2. Entrambe le chinasi fosforilano una 

serie di substrati tra cui la tuberina, una proteina che forma un 

complesso intracellulare (il complesso TSC) con l’amartina il quale 

controlla mTOR (mammalian Target of Rapamycin) il principale 

regolatore della traduzione nelle cellule di mammifero. La 

fosforilazione di Akt/PKB e/o di Erk-1/2, ritrovata nelle biopsie di MB 

umano, ma non nel tessuto cerebellare normale, abolisce il controllo su 

mTOR e induce la traduzione di proteine che regolano il ciclo cellulare 

come la ciclina D1. E’ stato inoltre recentemente ipotizzato che TSC 

faccia parte del pathway WNT, si associ al complesso di degradazione 

della β-catenina, e agisca regolando negativamente la trascrizione dei 

geni target di WNT; la fosforilazione di Akt/PKB e/o Erk-1/2 

impedirebbe la formazione del complesso TSC e ciò si tradurrebbe in 

un aumento della trascrizione dei suddetti geni coinvolti nella 

regolazione del ciclo come c-myc, n-myc o ciclina D1.[6]  

Recettori tirosin chinasici della famiglia ErbB, a cui appartengono 

ErbB1 (EGFR), ErbB2 (HER2/Neu), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4) 

sono spesso espressi nei tumori cerebrali primitivi, ma non nelle 

controparti normali. Diversamente da EGFR, ErbB3 e ErbB4, che non 

hanno significato prognostico nel MB, l’iperespressione di ErbB2 ha 

valore prognostico negativo. La dimerizzazione del recettore porta ad 

attivazione dei pathway Akt/PKB e Erk-1/2 con effetti sulla 

proliferazione, il differenziamento cellulare, l’ attivazione di 

componenti delle cascate metastatiche e angiogeniche. Akt/PKB 

attivata fosforila inoltre p21CIP1/WAF1, un inibitore della proliferazione, 
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determinando la traslocazione di tale fattore dal nucleo al citoplasma e 

l’aumento del tasso di proliferazione cellulare. [6,7]  

Il recettore per le chemochine CXCR4 (CXC motif receptor 4) è una 

delle tante molecole essenziali per lo sviluppo della corteccia 

cerebellare come dimostra il fatto che la delezione del gene codificante 

comporta importanti anomalie dello sviluppo cerebellare. Una delle 

principali caratteristiche degli animali mancanti di CXCR4 è la perdita 

della capacità proliferativa da parte dei precursori dei granuli 

cerebellari. E’ verosimile pertanto che CXCR4 sia un bersaglio di 

mutazioni associate al MB. In vitro, CXCR4 esercita effetti 

proliferativi, antiapoptotici e chemotattici su linee cellulari di MB. 

Mutazioni di cxcr4  sono state tuttavia ritrovate in una piccola 

percentuale di casi di tumore ed è stato ipotizzato che l’up-regolazione 

del pathway mediato da CXCR4 sia il risultato dell’attivazione di un 

altro pathway coinvolto nella patogenesi del MB, il pathway Shh. I 

MB classici mostrano livelli di mRNA per CXCR4 molto bassi, 

mentre i livelli sono elevati in tutti i MB desmoplastici e nodulari. La 

capacità di CXCR4 di promuovere la sopravvivenza e la proliferazione 

delle cellule dipende dalla stimolazione di Akt/PKB e Erk-1/2 come è 

stato dimostrato in linee cellulari di MB. [6]  

Le proteine Notch sono dei recettori, altamente conservati nel corso 

dell’evoluzione, la cui segnalazione è essenziale per lo sviluppo, la 

proliferazione e la determinazione del destino cellulare di molte, se 

non tutte, le specie multicellulari. Sono stati identificati almeno quattro 

recettori Notch nei vertebrati. Il legame del ligando, Jagged, ai Notch, 

porta a clivaggio proteolitico del dominio intracellulare del recettore 

che trasloca al nucleo dove attiva uno specifico programma di 

trascrizione genica. La deregolazione del pathway molecolare ha 

effetto oncogenico anche se rimane da chiarire il ruolo preciso dei 

recettori Notch nella tumorigenesi. Il messaggero di Notch2 è 

abbondantemente espresso nei MB e sembra essere associato a 

prognosi negativa. Il trattamento di topi con MB indotto da 

xenotrapianto della linea di MB umano D283MED con molecole che 
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prevengono il clivaggio del dominio intracellulare di Notch porta ad 

inibizione della proliferazione e ad aumento di apoptosi confermando 

che la segnalazione Notch contribuisce alla crescita e alla 

sopravvivenza del MB umano. [6,27]  

 

Il Pathway Sonic Hedgehog (Shh) 

Shh è una glicoproteina abbondantemente espressa durante lo sviluppo 

cerebellare da parte delle cellule del Purkinje ed è uno dei principali 

mitogeni delle cellule progenitrici dei granuli cerebellari esterni. Una 

volta secreta, Shh lega Patched (Ptch), un recettore a dodici domini 

transmembrana, espresso principalmente nei precursori dell’EGL. Ptch 

inibisce un altro recettore a sette passaggi trans-membrana, 

Smoothened (Smoh), strettamente correlato alla famiglia dei recettori 

Frizzled del pathway WNT, dotato di intrinseca attività catalitica e di 

segnalazione. In assenza dell’attività di Smoh i fattori Gli, effettori del 

pathway Shh, sono trattenuti a livello dei microtubuli da un complesso 

multiproteico che include le proteine Fused e Suppressor of Fused 

(Sufu). Sequestrata in tal modo, Gli1 non può svolgere la sua funzione 

di attivatore della trascrizione, mentre altri due membri della famiglia, 

Gli2 e Gli3, vengono attivati per taglio proteolitico assumendo il ruolo 

di repressori trascrizionali. Il legame di Shh a Patched attiva Smoh, il 

complesso contenente Fused e Sufu viene disassemblato, Gli1 viene 

rilasciato mentre il taglio di Gli2 e Gli3 è bloccato. Tra i geni target di 

Gli1 ricordiamo: gli-1 stesso, i geni codificanti i fattori WNT, ptch, n-

myc, c-myc e ciclinaD1. Mutazioni di ptch e di sufu sono state 

identificate in circa il 20% dei MB umani i quali presentano 

preferenzialmente, ma non esclusivamente, morfologia desmoplastica. 
[7,27] La perdita del braccio corto del cromosoma 17 è stata 

recentemente identificata come causa di deregolazione del sistema 

molecolare Shh; tale delezione comporta la perdita di RENKCTD11 (con 

frequente mutilazione dell’altro allele): REN è altamente espresso nel 

comparto non proliferante (il più interno) dell’EGL e nell’IGL ma non 

in quello altamente proliferante e più esterno dell’EGL. Esperimenti in 
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vitro dimostrano che l’up-regolazione di REN porta a 

differenziamento e arresto della crescita dei precursori dei granuli 

cerebellari antagonizzando gli effetti dell’attivazione del pathway Shh; 

REN sembrerebbe quindi reprimere la segnalazione Shh quando i 

precursori migrano dallo strato più esterno a quello più interno 

dell’EGL. La perdita di REN implica la rimozione di tale limite 

all’espansione di cellule immature, favorendo lo sviluppo del MB. [6] 

 

 

2. Il sistema WNT e β-catenina 

 

 

2.1 Generalità 

 

Il sistema molecolare WNT (Wingless Type) regola il 

differenziamento, la polarità, la migrazione e il destino cellulare. 

Controlla pertanto lo sviluppo embrionale di molti organi e tessuti tra 

cui il SNC in diversi organismi animali (ad es. in Drosophila 

Melanogaster, Xenopus Laevis, Caernorhabditis Elegans, Mus 

Musculus, Homo Sapiens). [28] Studi sul topo hanno dimostrato come 

le proteine WNT fungano da mitogeni per le cellule del sistema 

nervoso e da fattori di segnalazione essenziali nella formazione degli 

arti, dei reni e dell'apparato riproduttivo femminile. Nell’adulto, questo 

sistema provvede al mantenimento dell’omeostasi tissutale 

nell’epitelio intestinale, nella pelle e nel tessuto emopoietico. [29] 

Mutazioni a carico del sistema WNT compromettono seriamente lo 

sviluppo embrionale e sono implicate nella patogenesi di diversi tipi di 

cancro. [30] Nell'uomo sono stati identificati 19 geni wnt, la cui 

struttura è molto simile: infatti la maggior parte di essi comprende 4 

esoni codificanti di cui il primo contiene la metionina iniziale. La loro 

localizzazione cromosomica è nota e molti sono organizzati in cluster 

di due geni posizionati vicini lungo il cromosoma. [31] Si ritiene che 

essi si siano generati durante l'evoluzione per duplicazione di uno o 
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pochi geni ancestrali e/o per eventi di traslocazione genica. Le proteine 

WNT condividono un'omologia di sequenza che va dal 27% all'83% e 

sono altamente conservate tra specie diverse, dalla Drosophila, al topo, 

all'uomo (mentre sono assenti nelle piante, negli eucarioti unicellulari 

e nei procarioti). [28] Tali proteine hanno una dimensione che va dai 39 

ai 46 KDa e, una volta secrete, si associano strettamente con i 

glicosaminoglicani della matrice extracellulare e si legano alla 

superficie cellulare, mediante specifici recettori [32]; non è chiaro se 

agiscano come monomeri, oligomeri o complessi multiproteici. [33] La 

regione carbossi-terminale delle proteine WNT è responsabile della 

specificità di risposta; mentre la porzione amino-terminale è deputata 

all'interazione con recettori di membrana, ma necessita della porzione 

carbossi-terminale per la loro attivazione. [28] 

 

 

2.2 Il pathway WNT canonico 

 

Le proteine WNT agiscono legandosi ai recettori Frizzled (Fzd) [34,35], i 

quali presentano un dominio extracellulare N-terminale ricco di 

cisteine che lega la proteina WNT, sette eliche transmembrana e una 

corta coda citoplasmatica carbossiterminale. Per l’attivazione del 

sistema è necessaria anche la presenza dei corecettori LRP (LDL-

related protein) e la formazione del complesso ternario 

(WNT/Fzd/LRP). [28] 

I segnali WNT sono trasdotti attraverso almeno tre vie distinte di 

segnalazione intracellulare, che comprendono il pathway canonico 

"WNT/β-catenina", il pathway "WNT/Ca2+", il pathway 

"WNT/polarità". [29] Il più studiato è il pathway “WNT/β-catenina”, la 

cui funzione principale è quella di regolare i livelli intracellulari di β-

catenina. Questa proteina esiste in tre pool a localizzazione e funzione 

diverse (figura 1): [36] 

- β-catenina legata all’E-caderina a livello della membrana 

plasmatica;  
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- β-catenina nucleare complessata a fattori di trascrizione della 

famiglia TCF (T-Cell Factor) / LEF (Lymphoid Enhancing Factor) 

che promuove la trascrizione dei geni bersaglio; 

- β-catenina legata al complesso APC/Axina/GSK-3β, che la 

indirizza alla degradazione. 

β-catenina è coinvolta nelle giunzioni aderenti delle cellule epiteliali: 

la sua funzione è fare da ponte tra il citoscheletro e le molecole di E-

caderina, che mediano l’adesione omotipica tra le cellule. Il dominio 

citoplasmatico dell’E-caderina lega la β-catenina o la γ-catenina 

(anche detta pacoglobina) e queste a loro volta legano l’α-catenina, 

associata ai filamenti di actina citoscheletrica direttamente o tramite 

proteine actina-associate, quali l’α-actinina e la vinculina [37,38]. 

In assenza di segnalazione WNT, β-catenina è degradata rapidamente 

dal complesso multiproteico APC/Axina/GSK-3β (Glycogen Synthase 

Kinase-3β). In tale complesso APC e Axina facilitano la fosforilazione 

di β-catenina da parte di GSK-3β e ne sono esse stesse substrato, 

venendo fosforilate e aumentando così la quantità di β-catenina legata. 

Una volta fosforilata β-catenina viene legata dalla proteina F-box β-

TrCP (β-transducin repeat containing protein), una componente del 

complesso E3 ubiquitina ligasi, che la rende poliubiquitinata e quindi 

degradabile dal proteasoma (figura 1). [36] 

In presenza delle proteine WNT, i recettori Fzd e LRP vengono attivati 

e causano due eventi distinti. Innazitutto l’axina si lega al dominio 

citoplasmatico di LRP, fosforilato in Ser/Thr dalla caseina chinasi Iγ 

(CKIγ) e da GSK-3β, e viene sequestrata a livello della membrana 

plasmatica, dove viene inattivata e/o indirizzata alla degradazione. [29] 

Viene inoltre indotta la fosforilazione di Dishevelled (Dvl), proteina 

dello scaffold citoplasmatico, probabilmente attraverso attivazione 

della caseina chinasi Iε (CKIε) e/o dalla caseina chinasi II (CKII); Dvl 

fosforilata interagisce anch’essa con l’axina e inattiva GSK-3β. Ciò 

determina un aumento di β-catenina citoplasmatica non fosforilata, la 

quale migra nel nucleo dove funge da trans-attivatore trascrizionale dei 

suoi geni target, complessandosi ai fattori di trascrizione TCF/LEF 
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(figura 1). Alcuni sono geni importanti per la progressione del ciclo 

cellulare, come ad esempio c-myc, ciclina D1 e gastrina, altri sono 

invece inibitori dell’apoptosi, come survivina, oppure geni 

promuoventi la progressione tumorale, come laminina-γ2, e mmp7 

(matrix metalloproteinase-7), che codificano per proteine coinvolte 

nella degradazione della membrana basale e della matrice 

extracellulare. [28,39] Quando il sistema WNT non è stimolato, i fattori 

di trascrizione TCF/LEF rimangono associati con i corepressori 

trascrizionali Gro (Groucho ) e CtBP (C-Terminal Binding Protein) 

che interagiscono con le istone-deacetilasi (HDAC), formando un 

complesso inattivo. [39,40] 

 

 

2.3 Le alterazioni del sistema WNT nel MB 

 

Mutazioni di alcune delle componenti intracellulari del pathway WNT/ 

β-catenina sono implicate nella patogenesi di molte neoplasie umane. 

Queste mutazioni portano all’attivazione incontrollata del sistema 

WNT e alla conseguente induzione dell’espressione dei geni bersaglio, 

già descritti. [30] E’ stato visto, inoltre, che, in seguito all’attivazione di 

WNT, durante lo sviluppo dei carcinomi, le cellule subiscono una 

transizione epitelio-mesenchimale, in cui i complessi E-caderina/β-

catenina/α-actina si dissociano e vengono perse le giunzioni aderenti; 

questo aspetto è correlato ad una prognosi peggiore. [41] 

Negli individui affetti da sindrome di Turcot di tipo 2 il rischio di 

sviluppare il MB è 92 volte superiore rispetto alla popolazione 

generale. Questo suggerisce che alterazioni del sistema WNT possano 

essere coinvolte anche nello sviluppo del MB sporadico. [8] Mutazioni 

di componenti del pathway “WNT/β-catenina” sono state riscontrate, 

infatti, in circa il 15% dei MB sporadici. [42] La maggior parte di 

queste mutazioni avviene a carico del gene ctnnb1, codificante la β-

catenina, e riguarda i residui di serina S33 e S37 della proteina, sede di 

fosforilazione da parte di GSK-3β; tali mutazioni hanno l’effetto di 
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impedire la fosforilazione e di conseguenza la degradazione di β-

catenina. Mutazioni di β-catenina sono state descritte sia in casi di MB 

classico che desmoplastico indicando che l’alterazione del segnale 

WNT potrebbe essere coinvolta in entrambi i sottotipi. [43] Altre 

mutazioni, sebbene meno comuni, sono state descritte nei geni apc e 

axin1: l’effetto di queste mutazioni è sempre quello di impedire la 

fosforilazione di β-catenina da parte di GSK-3β e quindi di 

promuoverne l’accumulo nucleare. [7] 

 

 

2.4 Il crosstalk tra sistema WNT e p53 

 

La proteina p53 ricopre un ruolo fondamentale nella regolazione della 

progressione del ciclo e del destino cellulare in seguito a stress e a 

danno genotossico. In assenza di stress, danni al DNA o deregolazione 

dei sistemi correlati, i livelli di p53 sono mantenuti bassi; aumentano 

repentinamente a seguito di un insulto di varia natura: danni diretti al 

DNA, aberrazioni cromosomiche, attivazione di oncogeni, ipossia, 

accorciamento dei telomeri. [44] 

P53 è innanzitutto un attivatore trascrizionale sequenza-specifico e le 

proteine codificate dai suoi geni target attivano diversi sistemi 

molecolari implicati in fenomeni quali apoptosi, arresto della crescita 

cellulare, senescenza, differenziazione e riparazione del DNA. 

Mutazioni a carico di questo oncosoppressore critico, o di geni dei 

pathway molecolari in cui è coinvolto, sono infatti implicati in più del 

50% dei tumori umani. [44] 

L’attività di p53 è regolata dalla molecola MDM2, oncogene 

iperespresso in un numero significativo di tumori umani. MDM2 lega 

p53 inattivandola e questo avviene attraverso due meccanismi distinti: 

da una parte MMD2 occupa il dominio N-terminale di p53 deputato 

alla transattivazione, competendo così con l’attività trascrizionale; 

dall’altra indirizza p53 alla degradazione da parte del proteasoma, 

agendo da ubiquitina ligasi E3 p53-specifica. A sua volta p53 regola, 
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con un meccanismo a feedback negativo, la trascrizione del gene 

MDM2, il quale possiede due siti di legame per p53 nella regione del 

promotore. Quando p53 è attiva porta all’arresto del ciclo cellulare o 

all’induzione dell’apoptosi; la scelta di quale via intraprendere dipende 

dal contesto cellulare, definito dal bilancio di eventi di segnalazione 

intracellulare ed extracellulare. [44] 

Oltre alla funzione di attivatore trascrizionale, p53 può anche 

reprimere la trascrizione di un ampio gruppo di promotori [45]: può 

selettivamente reprimere uno o più geni anti-apoptotici, con risultati 

essenzialmente simili all’attivazione dei geni pro-apoptotici. Bcl-2 è 

una proteina anti-apoptotica, la cui espressione è bloccata da p53 [46,47]; 

viene attivata invece la trascrizione di geni pro-apoptotici, come Bax. 

Vi sono anche funzioni pro-apoptotiche di p53 indipendenti dalla sua  

attività di fattore di trascrizione: essa infatti promuove la traslocazione 

di Fas/CD95/Apo-1 dal citoplasma alla membrana plasmatica e di Bax 

dal citoplasma alla membrana mitocondriale. P53 stessa può trovarsi 

associata al mitocondrio in condizioni promuoventi l’apoptosi 

suggerendo un coinvolgimento diretto della proteina nella via di 

segnalazione mitocondriale. [44,48] 

Particolarmente interessante è studiare come p53 interagisca con altre 

proteine coinvolte nell’omeostasi tissutale e nella regolazione del 

delicato equilibrio tra proliferazione e morte cellulare. Di nostro 

interesse, in particolare, è il crosstalk con β-catenina che quando è 

deregolata causa attivazione di p53. [49] Molto probabilmente si tratta 

di un meccanismo di difesa messo in atto dalla cellula di fronte 

all’imminente minaccia tumorigenica, rappresentata dall’attivazione 

dell’oncogene ctnnb1. L’abilità di p53 di “orchestrare” la risposta a 

questo tipo di minaccia, inducendo l’apoptosi o bloccando la 

proliferazione cellulare, è indice della sua importanza come 

oncosoppressore. L’induzione di p53 da parte di β-catenina deregolata 

è strettamente dipendente dalla proteina ARF, prodotto di un altro 

importante oncosoppressore. [50] L’aumento di β-catenina comporta 

aumento dei livelli dell’mRNA di ARF e quest’ ultima lega MDM2, 
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bloccandone la funzione e contrastando così l’inibizione di p53. [44] 

D’altra parte in assenza di p53 funzionale, condizione assai frequente 

nei tumori, β-catenina è libera di esercitare i suoi effetti oncogenici e 

di guidare la cellula verso la trasformazione neoplastica (figura 2) [50]  

E’ emerso che, non solo p53 è modulata dai livelli di β-catenina, ma 

che si può avere anche la situazione inversa. L’attivazione di p53 può 

infatti portare alla degradazione proteolitica di β-catenina, 

favorendone l’ubiquitinazione, attraverso diverse vie: una mediata dal 

complesso APC/Axina/GSK-3β di cui abbiamo già parlato; un’altra 

mediata dal complesso PKA/Presenilina/GSK-3β; infine una mediata 

da Siah-1 che non coinvolge GSK-3β. [51-53] 

 

 

2.5 Il ruolo di β-catenina nella regolazione della morte e proliferazione 

cellulare  

 

L’attivazione aberrante di WNT contribuisce all’insorgenza di molte 

neoplasie; recentemente è emerso però  che in alcuni tumori, come nel 

MB, nel coriocarcinoma e nel retinoblastoma, β-catenina nucleare ha 

valore prognostico positivo. [26,54,55] Sebbene l’accumulo intracellulare 

di β-catenina sia generalmente associato a proliferazione, evasione 

dall’apoptosi, fenotipo staminale, invasione e metastatizzazione stanno 

accumulandosi evidenze sperimentali del fatto che esso possa anche 

indurre apoptosi e/o inibizione della crescita simile a senescenza. [50,55- 

57] Il ruolo di β-catenina nell’apoptosi è ampiamente dibattuto e 

comunque sembra essere dipendente dal tipo cellulare; la sua 

iperespressione o stabilizzazione protegge infatti alcune cellule, come 

ad esempio i neuroni cerebellari maturi dall’apoptosi, ma in altri tipi 

cellulari, quali i granuli cerebellari immaturi, ha esattamente l’effetto 

opposto e induce la morte cellulare programmata. [57] La β-catenina 

induce apoptosi nei neuroni della retina di Drosophila [58], nella linea 

murina NIH3T3 e in quella umana H1299 mentre la sua 

stabilizzazione da parte della presenilina-1, frequentemente mutata nei 
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pazienti con Alzheimer familiare, protegge i neuroni dall’apoptosi. [49]  

Il knock-down funzionale di β-catenina nelle cellule HeLa, derivate da 

cancro della cervice uterina, mediante RNA interference, rende le 

cellule più sensibili all’apoptosi e l’analisi con microarray contenenti 

1384 geni correlati all’apoptosi mostra come 130 di questi mostrino 

alterata espressione in seguito al knockdown. [59] I meccanismi 

molecolari attraverso cui β-catenina sarebbe in grado di svolgere un 

ruolo pro-apoptotico sono attualmente oggetto di studio. Kim K e 

collaboratori [58] affermano che alti livelli di β-catenina esogena 

provocano apoptosi in fibroblasti murini embrionali (MEFs, Mouse 

Embryo Fibroblasts) e linee tumorali di diversa origine (SW480, 

HCT116, DLD1, SW48, HeLa e M619), che tale effetto è conseguenza 

diretta dell’aumento di β-catenina piuttosto che una risposta 

compensatoria secondaria all’attivazione della ciclina D1, che sono gli 

elevati livelli di proteina ad essere critici piuttosto che la sua 

localizzazione nucleare poichè la β-catenina endogena a bassi livelli 

anche se nucleare non induce apoptosi, che la funzione pro-apoptotica 

di β-catenina non è legata al suo ruolo nella trascrizione e infine che il 

meccanismo con cui β-catenina induce apoptosi è indipendente da p53. 
[58] In un altro lavoro, condotto su linee cellulari di cancro del colon e 

su colture primarie e non immortalizzate di MEFs, p53 appare invece 

cruciale nell’ indurre morte cellulare programmata in seguito a 

trattamenti vari che inibiscono GSK-3β e quindi stabilizzano β-

catenina. [60] In linee cellulari di condrociti e di osteosarcoma umano 

(T/C28a e Saos2) prive di p53 funzionante, trattate con un inibitore del 

proteasoma (MG132) è stata osservata induzione di apoptosi p53-

indipendente associata ad aumento sia del fattore pro-apoptotico Noxa 

sia di β-catenina trascrizionalmente attiva che sembrano però svolgere 

ruoli indipendenti nel promuovere la morte cellulare programmata. [56] 

L’iperespressione di una forma non degradabile di β-catenina o 

l’inibizione della degradazione della β-catenina endogena in linee 

epiteliali normali e trasformate porta ad arresto del ciclo cellulare in 

fase G2 da cui poi le cellule vanno in apoptosi. [61] Tra i geni target di 
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β-catenina vi sono c-myc e ciclina D1 coinvolti tradizionalmente nella 

proliferazione cellulare ma in grado anche di agire da induttori 

dell’apoptosi. [57,58] Un'altra possibilità è che β-catenina inibisca la 

segnalazione NF-kB implicata nella sopravvivenza cellulare. [62] Il 

ruolo apoptogeno di β-catenina, come è già stato accennato, potrebbe 

essere mediato da p14ARF coinvolto in meccanismi sia p53-dipendenti 

che p53-indipendenti. ARF è indotto da segnali 

iperproliferativi/oncogenici trasdotti da proteine come c-myc, Ras, 

E2F, E1A, v-Abl e β-catenina. Il pathway principale attraverso cui 

ARF agisce è l’asse ARF–MDM2-p53 ma ha anche un’attività 

oncosoppressiva indipendente da p53 e MDM2. [63] ARF è inoltre in 

grado di regolare c-myc in modo singolare poiché inibisce la sua 

capacità proliferativa mentre stimola quella pro-apoptotica; anche 

questa attività di ARF è del tutto indipendente da p53. [64] Tra i 

principali mediatori dell’apoptosi p53-indipendente stimolata da ARF 

sembrano esserci Bax [65] e CtBP un repressore trascrizionale la cui 

degradazione viene indotta da ARF. [66] Tra i geni target del pathway 

WNT/β-catenina vi è WISP-1 (WNT-1 Induced Secreted Protein) in 

grado di attivare il pathway anti-apoptotico di Akt, ostacolare il 

rilascio del citocromo c dal mitocondrio, up-regolare il fattore anti-

apoptotico Bcl-XL e quindi prevenire l’apoptosi p53-dipendente 

indotta da danno al DNA. WISP-1 non è in grado però di inibire 

l’apoptosi p53-indipendente. [67]  

L’effetto antiproliferativo di β-catenina può attuarsi anche come 

inibizione della crescita anziché apoptosi. E’ stato osservato infatti, in 

MEFs wild-type, che l’iperespressione di β-catenina non degradabile 

inibisce la proliferazione e porta a senescenza cellulare. Ciò non 

accade in assenza di ARF o p53 condizioni in cui gli elevati livelli di 

β-catenina promuovono invece la proliferazione e la trasformazione 

neoplastica. [50] 

Da quanto detto finora emerge che, in alcune situazioni specifiche, β-

catenina deregolata non rappresenta una “minaccia” tumorigenica ma 

al contrario induce apoptosi p53-dipendente e/o –indipendente o 
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arresto della crescita. Il quadro generale è tuttavia ancora piuttosto 

confuso e i risultati spesso sono discordanti anche in modelli 

sperimentali sovrapponibili. 

Per quanto riguarda la regolazione di β-catenina durante il ciclo 

cellulare uno studio condotto su cellule epiteliali sincronizzate ha 

rilevato che i livelli della proteina cominciano ad aumentare in fase S, 

raggiungono il massimo in fase G2/M quindi calano bruscamente non 

appena le cellule entrano in fase G1. In parallelo è stato osservato che 

in fase S e in fase G2 aumentano i livelli di proteina localizzata nel 

citoplasma e nel nucleo. L’iperespressione di una forma stabile della 

proteina o l’inibizione della degradazione della β-catenina endogena 

inducono arresto in fase G2 seguito da apoptosi. Tali risultati fanno 

supporre che, almeno in cheratinociti epidermici, β-catenina abbia un 

ruolo nel controllo del ciclo cellulare e nell’apoptosi successiva ad 

arresto in G2/M. [61] Fibroblasti embrionali trasformati di ratto e topo 

trattati con sodio butirrato, un inibitore delle istoni-deacetilasi, 

mostrano blocco del ciclo in fase G1/S anche in cellule p21waf1-/- e 

accumulo di β-catenina non fosforilata indicando come l’inibizione 

della crescita indotto dal sodio butirrato possa essere indipendente dal 

pathway canonico p53/ p21waf1-/- e possa, almeno in parte, essere 

dovuto alla stabilizzazione della β-catenina. [68] Il trattamento porta a 

down-regolazione di geni target di β-catenina come c-myc e ciclinaD1 

nonché di geni come e2f1 e cdc25A coinvolti nella regolazione dei 

checkpoint cellulari e la cui ridotta espressione porta ad arresto del 

ciclo in fase G1/S. La modulazione dell’espressione genica da parte 

del sodio butirrato sembra comunque dipendere dal tipo cellulare. [68] 

Recentemente è stato mostrato inoltre come β-catenina leghi il fattore 

di trascrizione FOXO e aumenti la sua attività che consiste nell’inibire 

la progressione del ciclo cellulare. [69] β-catenina sembra quindi essere 

coinvolta nella regolazione dei principali checkpoint cellulari ed essere 

in grado di promuovere non solo la progressione ma anche l’arresto 

del ciclo a seconda del tipo cellulare. Per questa proteina 

multifunzionale ed estremamente versatile è stato di recente 
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identificato un ruolo anche nella formazione del fuso mitotico che 

consiste nel garantire la corretta separazione dei due centrosomi e 

quindi la formazione di un fuso bipolare. [70] 

 

 

3. La risposta cellulare alle Radiazioni Ionizzanti (RI) 

 

 

3.1 Generalità  

 

La radioterapia rimane una componente chiave dei moderni regimi 

terapeutici anti-neoplastici. Dopo un secolo di prove empiriche, i 

protocolli di radioterapia oncologica esistenti sono notevolmente 

ottimizzati e difficilmente potranno essere ulteriormente migliorati. Ci 

si aspetta ora che gli avanzamenti derivino dall’implementazione delle 

conoscenze sui meccanismi molecolari alla base della risposta 

cellulare alle RI. E’ noto come le RI attivino diversi meccanismi 

molecolari di soppressione della crescita tumorale: arresto del ciclo 

cellulare, induzione della senescenza, dell’apoptosi, del 

differenziamento terminale e della catastrofe mitotica (figura 3). Dati 

recenti mostrano che molti se non tutti i pathway molecolari che 

mediano questi fenomeni sono strettamente interconnessi (figura 4). 

Rimane tuttavia da chiarire quale sia il contributo delle singole 

modalità e il significato delle interrelazioni reciproche 

nell’eradicazione del tumore, anche se appare ormai chiaro quanto sia 

improbabile che una singola modalità determini l’esito della 

radioterapia. [71] 

Le RI sono radiazioni corpuscolate (particelle α, β cariche 

elettricamente, neutroni, protoni, nuclei di Elio e Carbonio, ecc) o non 

corpuscolate (fotoni che viaggiano nello spazio sotto forma di onde 

elettromagnetiche come i raggi X e γ) in grado di produrre ioni, 

direttamente o indirettamente, passando attraverso la materia e di 

rilasciare in questo passaggio pacchetti di energia. Semplificando 
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notevolmente, possiamo paragonare la cellula ad una soluzione 

acquosa, gli effetti che si producono a seguito di interazione con le RI 

sono conseguenti quindi a: 

 Azione diretta sulle molecole del soluto, la radiazione 

danneggia il DNA cellulare; 

 Azione indiretta, conseguente all’interazione dei prodotti 

derivati dalla radiolisi dell’acqua con le molecole del soluto. 

I raggi X e γ pur essendo molto penetranti si possono considerare a 

bassa densità di ionizzazione; le radiazioni corpuscolate α, β e 

neutroniche, meno penetranti, i protoni e i nuclei di Elio e Carbonio 

sono da considerarsi ad alta densità di ionizzazione.  

La grandezza fondamentale, nel settore delle RI, è la dose assorbita, 

definita come l’energia assorbita per unità di massa e misurata in Gray 

(Gy):  

 

1 Gy = 1 joule di energia assorbita da un chilogrammo di materia 

 

La probabilità di danno non dipende soltanto dalla dose assorbita ma 

anche dalla qualità della radiazione, pertanto si fa riferimento ad una 

particolare grandezza fisica, il Linear Energy Transfer (LET), che 

esprime l’energia ceduta dalla radiazione per unità di percorso nel 

mezzo assorbitore (si misura in Kev/µm). Una radiazione ad alto LET 

cede notevoli quantità di energia in un breve percorso, presenta un 

maggior effetto biologico ed una minima capacità di penetrare i tessuti 

(poiché perde la sua energia in distanze ridotte); proprietà antitetiche 

hanno le radiazioni a basso LET: quindi un diverso LET conduce, a 

parità di dose, ad effetti biologici diversi. Particelle ad alto LET sono 

più dannose, per unità di dose, che le radiazioni a basso LET. Con 

basso LET si ha recupero, mentre non lo si osserva per alto LET. Le 

particelle α, β e i neutroni sono radiazioni ad alto LET mentre i raggi 

X e γ sono a basso LET. I raggi γ originano da nuclei eccitati ed 

instabili mentre i raggi X sono prodotti dalla transizione di elettroni da 
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un livello energetico ad un altro all’interno di un atomo o dalla 

decelerazione di elettroni ad alta energia cinetica. 

Il bersaglio principale delle RI è costituito dal DNA il che giustifica il 

loro potere mutageno e cancerogeno. Il danno al DNA consiste 

principalmente in rotture a singolo (Single-Strand Breaks, SSB) o 

doppio filamento (Double-Strand Breaks, DSB) dello scheletro 

zucchero-fosfato. Le RI inducono inoltre crosslink tra i filamenti di 

DNA e le proteine associate ai cromosomi e danni alle membrane 

cellulari. [72] I DSB rappresentano il principale tipo di lesione e se non 

adeguatamente riparate portano a morte cellulare per formazione di 

aberrazioni cromosomiche letali o per induzione diretta di apoptosi. 

D’altra parte, il non riparo o un riparo inadeguato dei DSB può portare 

a mutazioni o riarrangiamenti genomici nelle cellule sopravviventi e 

quindi a instabilità genetica e probabile trasformazione maligna. [73] 

Le RI hanno un’elevata capacità di uccidere le cellule tumorali, ma la 

dose che può essere effettivamente utilizzata nel trattamento del 

paziente è vincolata alla necessità di limitare il più possibile i danni ai 

tessuti sani circostanti il tumore. Generalmente in clinica si utilizzano 

frazioni multiple erogate alla sede tumorale di 180-200 cGy 

(frazionamento convenzionale). Il frazionamento delle dosi ha 

significativamente aumentato l’effetto antitumorale rispetto alla 

singola applicazione poiché ha permesso di raggiungere dosi 

cumulative più elevate limitando i danni ai tessuti sani. La 

suddivisione di una dose in due o più frazioni, separate da un 

intervallo di tempo, spesso provoca infatti un danno biologico minore 

di quello prodotto da una irradiazione in un’unica dose elevata. 

Nonostante tutte le precauzioni prese per minimizzare l’esposizione 

delle cellule normali è impossibile risparmiarle completamente; è 

necessario infatti irradiare anche l’area che circonda immediatamente 

la massa tumorale vista la natura invasiva della crescita di 

quest’ultima. 

 

 



 30

 

3.2 La risposta biologica alle RI 

 

La risposta delle cellule di mammifero alle RI è un processo 

complesso e attivo che coinvolge numerosi geni e l’esatta 

combinazione di essi determina l’esito finale. Un ulteriore grado di 

complessità viene raggiunto se si considera il tessuto o l’organismo 

intero a livello dei quali si integrano molteplici risposte cellulari. La 

presenza di RI ha accompagnato gli organismi nell’evoluzione e 

questo ha fatto sì che si siano sviluppati numerosi meccanismi 

difensivi atti a ridurre le conseguenze negative delle radiazioni e ad 

aumentare le probabilità di sopravvivenza ad esse. Le strategie 

difensive sono diverse a seconda che si tratti di organismi uni- o 

multicellulari. Negli organismi unicellulari, come ad esempio i lieviti, 

la probabilità di sopravvivere alle RI dipende unicamente dalla 

capacità della cellula singola di riparare il danno. In risposta al danno 

si ha quindi l’arresto del ciclo cellulare per permettere il riparo del 

DNA prima di procedere alla mitosi. Se il danno fosse irreparabile la 

cellula morirebbe per inattivazione dei geni delle vie metaboliche 

principali o per incapacità di trasmettere con successo il materiale 

genetico alle cellule figlie. Negli organismi multicellulari la risposta 

alle RI è complicata dal fatto che il soggetto della selezione non è la 

singola cellula, ma l’organismo intero. La salvaguardia di un tessuto 

dipende principalmente dalla sopravvivenza delle sue cellule staminali 

in grado di determinarne la rigenerazione piuttosto che da quella delle 

sue cellule differenziate perciò la difesa di queste ultime è meno 

cruciale. La sopravvivenza delle cellule differenziate danneggiate 

potrebbe portare all’accumulo di numerose cellule mutate, il che 

aumenterebbe il rischio per l’organismo di sviluppare un cancro. 

L’evoluzione ha conservato gli antichi meccanismi di risposta al danno 

genotossico, ossia l’attivazione dei meccanismi di riparo al DNA 

accoppiati all’arresto del ciclo cellulare, presenti in tutti gli eucarioti. 

Nel corso dell’evoluzione sono comparsi livelli di controllo ulteriori 
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sostanzialmente incentrati sull’oncosoppressore p53, molecola chiave 

della risposta delle cellule di mammifero allo stress genotossico. 

Questi meccanismi di controllo aggiuntivi servono sia a prolungare 

l’arresto ai vari checkpoint cellulari sia ad eliminare le cellule 

danneggiate per apoptosi o per arresto irreversibile della crescita e 

sono accuratamente coordinati in modo da eliminare cellule con 

mutazioni pericolose e da evitare al tempo stesso la perdita di troppe 

cellule. Tale coordinazione viene spesso a mancare nelle cellule 

tumorali le quali tendono a perdere la funzionalità di p53 e quindi il 

meccanismo di controllo naturale del “comportamento sociale” e a 

ritornare alle modalità che governano la sopravvivenza degli 

organismi unicellulari. [72] I checkpoint cellulari sono essenziali per la 

sopravvivenza della cellula e dell’organismo in toto e servono non 

solo come sorveglianza in presenza di danni occasionali ma anche 

come agenti regolatori della normale fisiologia cellulare. [74]  

Il network di pathway molecolari che interviene nella risposta al danno 

da RI comprende sensori, mediatori, trasduttori ed effettori (figura 5). 

Le proteine che per prime riconoscono la presenza di una struttura 

aberrante del DNA non sono del tutto note [74] anche se studi recenti 

condotti sia in lieviti che in mammiferi hanno dimostrato che Rad9, 

Rad1, Hus1 e Rad17 sono essenziali nell’attivare la risposta. [75] 

Nell’uomo, come nel lievito, Rad9, Rad1 e Hus1 formano un 

eterotrimero, il complesso 9-1-1, con struttura simile al PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen). Rad17 forma invece un 

complesso con quattro piccole subunità, i fattori di replicazione C 

(Replication Factor C, Rfc) Rfc2, Rfc3, Rfc4 e Rfc5. Il complesso 1-

1-9 viene reclutato nel sito danneggiato e lega la cromatina in modo 

regolato dal complesso di Rad17. [76] Nei mammiferi sono stati 

scoperti alcuni mediatori tra cui ricordiamo: 53BP1 (p53 binding 

protein 1), MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint 1) , TopBP1 

(topoisomerase bindind protein 1) e BRCA1 (breast cancer 

susceptibility gene 1). [53] Il reclutamento di tali proteine che formano 

dei “foci” microscopicamente visibili dipende dalla fosforilazione di 
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γH2AX da parte di ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), una 

modifica che marca regioni di cromatina che si espandono per alcuni 

megadalton a partire dai siti di DSB. [77-81] Nei mammiferi i segnali 

iniziati dai sensori vengono rapidamente trasdotti dalle chinasi ATM e 

ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad-3-related) che fosforilano un 

gran numero di substrati. ATM attivata fosforila BRCA1, NBS1, 

Chk2, MDM2 e p53. In condizioni di assenza di stress ATM esiste 

come omodimero in cui il dominio chinasico è fisicamente bloccato; i 

DSB inducono un cambiamento conformazionale del dimero che porta 

alla fosforilazione della Ser1981 di ciascun monomero e alla 

dissociazione del dimero. Tale sequenza di eventi non sembra 

richiedere l’interazione diretta di ATM con il sito di DNA danneggiato 

ma dipende da qualche cambiamento nella struttura altamente ordinata 

della cromatina conseguente al danno. I dettagli sulla natura di tali 

cambiamenti e il modo in cui essi vengano riconosciuti da ATM non 

sono ancora stati chiariti. [81] Contrariamente a quanto avviene per topi 

knock-out per ATM, i topi senza ATR non sopravvivono e mutazioni 

che inficiano solo parzialmente l’attività di ATR sono state associate 

alla condizione autosomica recessiva nota come sindrome di Seckel. 
[82] L’espressione di un dominante negativo di ATR sensibilizza le 

cellule di mammifero a tutte le forme di danno genotossico e riduce il 

blocco G2/M indotto dai raggi γ. [74] Diversamente da quanto accade 

per ATM,ATR è costitutivamente pronta a fosforilare i suoi substrati. 

Nelle cellule umane ATR esiste in un complesso stabile con la 

proteina ATRIP (ATR-interacting protein) un partner con verosimili 

funzioni regolatorie. [83,84] ATM e ATR fosforilano Chk1 (checkpoint 

kinase 1) e Chk2 : (checkpoint kinase 2) due serin/treonin chinasi 

strutturalmente diverse ma con alcuni substrati in comune. [74] Studi 

condotti su topi knock-out [85,86] mostrano come la chinasi Chk1 sia 

essenziale per l’attivazione dei checkpoint cellulari in risposta al 

danno genotossico. Nei mammiferi come nei lieviti, Chk1 viene 

fosforilata a livello di Ser317/345; ciò è impedito in assenza di ATR 
[86] e fortemente inibito in cellule con un contenuto ridotto di Rad17 
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[87] o senza Hus1 [88] suggerendo un meccanismo, conservato 

nell’evoluzione, in cui i sensori regolano la fosforilazione di Chk1. 

Mentre i lieviti con Chk1 mutato sono vitali e apparentemente normali 

in assenza di danno al DNA, topi senza Chk1 muoiono in uno stadio 

embrionale precoce presentando spiccate anomalie a livello dei nuclei 

cellulari; tali dati suggeriscono che Chk1 nei mammiferi svolga un 

ruolo importante nel corso di tutto il ciclo cellulare. [81] Cellule ES 

(Embryonic Stem cells) condizionali per l’espressione di Chk1 

muoiono per apoptosi p53-indipendente dopo la perdita di Chk1. 

Subito prima di morire le cellule sono incapaci di prevenire l’ingresso 

in mitosi in risposta alle RI dimostrando come, nei mammiferi, Chk1 

sia richiesto per il checkpoint G2/M. [89] Sembra invece che Chk2 non 

sia indispensabile per lo sviluppo prenatale e per l’arresto del ciclo 

cellulare ai checkpoint in risposta a stress genotossico. [85,86] Chk2 è 

comunque implicato nella risposta alle RI: viene infatti fosforilato da 

ATM a livello del residuo di serina in posizione 68. Mutazioni 

germinali di Chk2 presenti in eterozigosi sono state trovate in un 

sottogruppo di pazienti con sindrome di Li-Fraumeni e p53 wild-type. 
[89] Chk1 fosforila Cdc25-A, Cdc25-B e Cdc25-C. Chk2 oltre a Cdc25-

A e Cdc25-C fosforila anche BRCA1 e p53 (Ser20). [81] Il ruolo di 

Chk2 nell’arresto del ciclo cellulare in seguito a danno è controverso. 

Da studi condotti su topi knock-out per Chk2 emerge come l’enzima 

sia principalmente coinvolto nell’apoptosi p53-dipendente piuttosto 

che nell’arresto del ciclo in G2/M successivo al danno. [90] D’altra 

parte cellule ES mutanti “null” per Chk2 si sono dimostrate difettive 

nel mantenere, ma non nell’iniziare, l’arresto in G2 in risposta alle RI. 
[91] Come è già stato accennato, p53 svolge un ruolo fondamentale nel 

determinare il destino cellulare in seguito a stress di varia natura tra 

cui danno genotossico, ipossia, attivazione di oncogeni. [44] I livelli 

intracellulari e l’attivazione della proteina sono regolati da 

modificazioni post-traduzionali come fosforilazioni, sumoilazioni e 

acetilazioni. [92] In assenza di stress i livelli di p53 sono mantenuti 

bassi e stazionari per azione di MDM2. [93] In seguito a danno 
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genotossico il dominio di trans-attivazione di p53 viene fosforilato in 

diversi siti tra cui Ser15 e Ser20. [94] ATM e ATR fosforilano p53 in 

Ser15 inibendo la sua interazione con MDM2 e quindi stabilizzandola. 

ATM inoltre fosforila MDM2 riducendo la sua capacità di trasportare 

p53 dal nucleo al citoplasma. [95] P53 è essenziale per l’arresto in G1 

in risposta a danno al DNA, funzione mediata da p21CIP1/WAF1 un 

inibitore delle Cdk (Cyclin Dependent Kinases) il cui gene è un 

bersaglio di p53. p21CIP1/WAF1 inibisce l’attività del complesso ciclina 

E-Cdk2 inibendo la transizione G1-S. [44] p21CIP1/WAF1 inoltre lega il 

complesso ciclina D-Cdk4 e impedisce la fosforilazione di Rb da parte 

del complesso sopprimendo così il pathway RB/E2F. L’attivazione del 

checkpoint G1/S coinvolge quindi i due pathway oncosoppressori che 

più spesso sono deregolati nelle neoplasie umane. Cellule mancanti di 

p21CIP1/WAF1 sono comunque in grado di iniziare il blocco in G1 

indicando che in questo processo debba essere coinvolto un pathway 

alternativo . [96] E’ stato infatti di recente individuato un pathway 

indipendente da p53 che coinvolge Cdc25A: in seguito a danno 

genotossico si ha rapida fosforilazione, ubiquitinazione e degradazione 

preteasomica di questa fosfatasi richiesta per la progressione cellulare 

dalla fase G1 alla fase S. La diminuzione di Cdc25A sopprime 

l’attivazione di Cdk2, che avviene per defosforilazione, e blocca il 

caricamento di Cdc45, una proteina richiesta per l’inizio della 

replicazione del DNA, sulla cromatina. [97] Cdc25A è responsabile di 

un blocco più precoce, ma meno prolungato, rispetto a quello 

sostenuto da p53-p21CIP1/WAF1 . [98,99] Anche la degradazione di ciclina 

D1 sembra aver un ruolo nell’iniziare l’arresto in G1 poiché è 

accompagnata dal rilascio di p21CIP1/WAF1 dal complesso Cdk4-Ciclina 

D1 così che p21CIP1/WAF1 sia libero di esercitare il suo effetto inibitorio 

su Cdk2-ciclina E. [100] Inizialmente si riteneva che Cdc25C fosse il 

principale effettore del checkpoint G2/M tuttavia lavori recenti hanno 

riportato che cellule mancanti di Cdc25C e Cdc25B si arrestano 

normalmente in G2 suggerendo che Cdc25A sia il protagonista anche 
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del checkpoint G2/M. L’inattivazione di Cdc25A comporta accumulo 

di Cdc2 fosforilata in Tyr15 e arresto mitotico. [101,102] 

3.3 La scelta tra apoptosi e blocco del ciclo cellulare  

 

Il fatto che esistano risposte alternative alle RI (figura 3) indica che 

debbano esistere meccanismi di controllo che “decidono” tra le 

opzioni in base al tipo cellulare, allo stato della cellula, alla severità 

del danno e alle condizioni ambientali. La decisione tra apoptosi e 

arresto della crescita sembra essere ampiamente determinata da p53. 

Per alcune tipologie cellulari non sembra in realtà esserci scelta e la 

risposta è predeterminata. Cellule di origine emopoietica o cellule 

embrionali precoci rispondono alle RI solo andando in apoptosi. 

D’altra parte i fibroblasti non vanno in apoptosi anche a dosi elevate di 

RI ma vanno incontro ad arresto prolungato della crescita. Vi sono 

però molti altri sistemi cellulari per i quali la scelta tra apoptosi e 

blocco esiste: la decisione dipende dalle condizioni di crescita e dalla 

gravità del danno. [103] Sono stati proposti diversi modelli per spiegare 

come le cellule possano scegliere tra morte e blocco del ciclo in 

risposta all’attivazione di p53. Secondo un primo modello la decisione 

dipende dalla quantità di p53 attivata e dalla durata della sua 

attivazione: più è sostenuta e prolungata l’attivazione di p53 più è 

probabile che la cellula vada in apoptosi. Questo modello assegna a 

p53 il ruolo di giudice della gravità e della riparabilità del danno: 

danni più estesi indurrebbero più p53 e danni persistenti 

manterrebbero p53 costantemente attiva. Un secondo modello 

suggerisce che l’esito sia predeterminato dallo spettro di geni 

responsivi a p53 disponibili per la modulazione: differenti lineage 

cellulari potrebbero avere set diversi di geni responsivi a p53 nella 

frazione di cromatina attiva. Pertanto, secondo questo modello, è più 

probabile che tipi cellulari con più geni pro-apoptotici potenzialmente 

attivi vadano in apoptosi piuttosto che in arresto della crescita 

cellulare. Secondo un ulteriore modello la scelta tra apoptosi e blocco 

del ciclo dipenderebbe dalla disponibilità di co-fattori che 
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regolerebbero la capacità di p53 di legare un sottogruppo specifico di 

geni bersaglio piuttosto che un altro. Tutti i meccanismi citati sono 

supportati da dati sperimentali ottenuti in modelli diversi e sembra 

pertanto che tutti intervengano nella regolazione della risposta p53-

mediata al danno da RI. [72] Il destino di una cellula che in seguito a 

danno non è andata in apoptosi dipende dalla capacità di riparare il 

danno(figura 3). Il successo di tale processo dipende da molti fattori 

tra cui la severità del danno, l’efficienza dei meccanismi di riparo e la 

disponibilità di tempo per riparare. L’efficacia del riparo dipende poi 

dal momento del ciclo cellulare: la fase generalmente più sensibile è la 

mitosi quando la cromatina è soggetta a forti stress torsionali e quando 

le rotture del DNA hanno meno probabilità di essere riparate prima 

della segregazione dei cromosomi. La fase di massima resistenza 

invece varia da una linea cellulare all’altra: la fase S è la più resistente 

nella maggior parte delle cellule probabilmente perché il complesso di 

proteine deputato alla replicazione del DNA è accoppiato a quello che 

interviene nel riparo. Il tempo necessario per il riparo è garantito da un 

temporaneo arresto del ciclo cellulare indotto dal danno. [72] Il ruolo di 

p53 nella sopravvivenza cellulare dopo trattamento con RI varia a 

seconda che essa agisca come fattore inducente l’arresto della crescita 

o l’apoptosi. Nelle cellule che vanno incontro ad un prolungato arresto 

della crescita p53-dipendente in seguito a RI è verosimile che p53 

faciliti un efficace riparo del DNA. In diversi modelli cellulari è stato 

riscontrato un aumento di radiosensibilità associato alla perdita di 

funzionalità di p53 ma in molti altri casi, invece, tale perdita è stata 

associata ad aumento della radioresistenza. [104-106] E’ stato inoltre 

dimostrato che p53 può modulare il riparo in maniera ciclo cellulare 

specifica ovvero contribuire all’attivazione del riparo in fase G1/G0 e 

alla sua inibizione a favore di una risposta apoptotica in fase G2. [107] 

Emerge pertanto quanto la risposta alle RI p53-mediata sia  complessa 

e soprattutto tipo cellulare specifica. [104-106,108-110] In conclusione il 

successo del processo di riparazione del danno indotto da RI dipende 

dal tipo cellulare, dalla fase del ciclo cellulare e dalla capacità della 
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cellula di “prendersi” il tempo necessario a riparare il danno. La 

richiesta di riparo e i criteri per stabilirne il successo sono piuttosto 

diversi per le diverse cellule di un organismo e dipendono dal loro 

tasso di proliferazione. Ad esempio rotture cromosomiche non riparate 

sono letali per cellule in divisione, ma possono essere perfettamente 

tollerate da cellule quiescenti. L’esempio più eloquente è costituito dal 

tessuto cerebrale che è il più radioresistente nell’adulto mentre è il più 

radiosensibile nell’embrione. [72]  

Le cellule che sfuggono all’apoptosi dopo danno da RI esteso e 

irreparabile hanno due opzioni: andare in catastrofe mitotica quindi 

morire o rimanere vive, ma in arresto irreversibile della crescita (figura 

3) Per catastrofe mitotica si intende una serie di eventi patologici che 

si verificano  in seguito a mitosi aberranti e che generalmente sfociano 

nella morte della cellula. Mitosi aberranti non portano a segregazione 

cromosomica e divisione cellulare, ma a formazione di cellule non 

vitali grandi, contenenti molti nuclei e frammenti di cromosomi. [72] 

L’arresto irreversibile della crescita cellulare è p53-dipendente e 

p21CIP1/WAF1 è un fattore essenziale perché esso si instauri. [111,112] E’ 

stato inoltre osservato che il mantenimento di un arresto permanente 

dipende dalla presenza costante di specie reattive dell’ossigeno. [113] 

 

 

3.4 Suscettibilità dei tumori alle RI 

 

Così come l’apoptosi p53-dipendente avviene solo in alcuni tessuti 

specifici, la suscettibilità dei tumori all’apoptosi potrebbe dipendere 

dal loro tessuto di origine. Questa ipotesi è stata corroborata dallo 

studio di Kemp e collaboratori che confronta la risposta apoptotica in 

tumori primari murini sviluppatisi a partire da tessuti diversi. Questo 

lavoro conclude che i trattamenti antineoplastici con chemioterapici o 

RI possono indurre apoptosi nel tumore solo se questo origina da 

tessuti suscettibili all’apoptosi p53 dipendente. [114] Studi clinici 

indicano che la morte per apoptosi in risposta al trattamento 
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antineoplastico è caratteristica di tumori che originano dal tessuto 

emopoietico e riproduttivo noti per essere naturalmente proni 

all’apoptosi. Per molti altri cancri i livelli di apoptosi non correlano 

con la diminuzione della sopravvivenza clonale e con la prognosi 

favorevole. P53, inoltre, è inattivata per mutazione in più della metà 

dei cancri umani e non è funzionale in molti altri per via di alterazioni 

in altre componenti del pathway di p53 il che riduce ulteriormente la 

frazione di tumori umani in cui l’apoptosi p53 dipendente ha un ruolo. 
[115,116] Persino i tumori che mantengono nelle fasi iniziali un pathway 

p53 funzionante frequentemente perdono i meccanismi apoptotici 

progredendo verso la proliferazione incontrollata e l’indipendenza da 

mecanismi di inibizione della crescita intrinseci o estrinseci. La 

resistenza all’apoptosi, ad esempio, si instaura per iperespressione di 

membri anti-apoptotici della famiglia Bcl2, come Bcl2 e BclXL, o per 

perdita di importanti componenti del “macchinario” apoptotico, come 

ad esempio il silenziamento trascrizionale di APAF1 che avviene nel 

melanoma o l’inibizione di geni codificanti per le caspasi. [117,118] I 

tumori spesso perdono anche la sensibilità agli stimoli pro-apoptotici 

esterni (come FAS, TNF e TRAIL) come strategia per sfuggire alla 

risposta immunitaria dell’ospite. [119] In conclusione, sebbene 

l’apoptosi possa essere un fattore importante nel determinare la 

suscettibilità dei tumori ai trattamenti antineoplastici negli stadi più 

precoci della progressione tumorale, essa ha un ruolo modesto nella 

maggior parte dei tumori quando questi perdono i loro meccanismi 

pro-apoptotici. Il processo di inattivazione di p53, con conseguente 

resistenza all’apoptosi, avviene spontaneamente in un’elevata 

percentuale di tumori sperimentali murini che erano originariamente 

sensibili come parte naturale del fenomeno di selezione delle varianti 

più maligne. [120] Se non è l’apoptosi cosa determina la sensibilità dei 

tumori alle RI? Si stanno accumulando prove del fatto che questo 

ruolo sia svolto dal fenomeno della catastrofe mitotica. Nell’ambito di 

una popolazione tumorale, nelle normali condizioni di crescita, le 

cellule che perdono i meccanismi di controllo dei checkpoint cellulari 



 39

hanno un vantaggio selettivo e si accumulano grazie all’elevato tasso 

di proliferazione. Tuttavia, in presenza di danno genotossico da 

chemio- o radioterapia, tali caratteristiche possono trasformarsi nel 

“tallone di Achille” del tumore. Perdere il controllo dei checkpoint 

significa non essere in grado di arrestarsi per il tempo necessario a 

riparare il danno così le cellule entrano in mitosi danneggiate e vanno 

incontro a catastrofe mitotica. G2/M è il checkpoint cruciale nel 

prevenire l’ingresso in mitosi di cellule con DNA danneggiato e non 

riparato e, pertanto, cellule in questa fase del ciclo cellulare sono 

estremamente sensibili alle RI. Il tipico regime radioterapeutico per 

pazienti oncologici prevede il frazionamento della dose in trattamenti 

multipli ad intervalli di 24 ore. Questo permette ai fisici di aumentare 

l’efficacia del trattamento sfruttando le differenze a livello del 

controllo dei checkpoint tra le cellule normali e tumorali. Il danno 

arrecato da ogni singola dose è relativamente limitato e potenzialmente 

riparabile se le cellule si arrestano ad uno dei checkpoint. L’incapacità 

di arrestarsi rende le cellule tumorali più suscettibili alla catastrofe 

mitotica. La catastrofe mitotica rappresenta la causa di morte 

preponderante in molte linee cellulari trattate con agenti genotossici, 

incluse le RI. Di quattordici linee derivate da tumori solidi solo due 

mostrano una prevalente risposta apoptotica, mentre le altre dodici 

rispondono andando in catastrofe mitotica [121] con o senza apoptosi. 

Vale la pena precisare che catastrofe mitotica ed apoptosi non sono 

fenomeni mutuamente esclusivi; la catastrofe mitotica è spesso seguita 

da apoptosi in cellule apoptosi-competenti. [122,123] In cellule non 

apoptosi-competenti, p53 wild-type potrebbe agire da fattore di 

sopravvivenza, riducendo il tasso di catastrofe mitotica post-RI e 

tenendo le cellule in un prolungato arresto della crescita facilitando 

perciò il riparo del DNA. Ciò è risultato vero in molte linee cellulari: il 

knockout di p53 nella linea HCT116 derivata dal cancro del colon 

porta a sensibilizzare la linea ai trattamenti antineoplastici. [104] Un 

aumento significativo del numero di cellule che vanno in catastrofe 

mitotica è stata osservato anche nelle cellule di fibrosarcoma umano 
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HT1080 nelle quali p53 endogena wild type era stata inattivata da un 

mutante dominante negativo. [121] Il ruolo di p53 nella suscettibilità dei 

tumori ai trattamenti non è semplice come si potrebbe pensare: il 

valore diagnostico e prognostico di p53 dipende da molti fattori e deve 

essere valutato nel contesto dello specifico tumore considerato. E’ 

ormai chiaro, comunque, che in molti casi la perdita di p53 non si 

associa ad un aumento della resistenza, ma al contrario è un fattore che 

contribuisce alla chemio- e radiosensibilità. [72] 

 

 

3.5 Ruolo di β-catenina nella risposta alle RI 

 

Ad oggi non è noto se β-catenina abbia una funzione nella risposta 

cellulare alle RI. Un lavoro condotto su cellule epiteliali canine non 

trasformate trasfettate con β-catenina non degradabile riporta come 

essa riduca il blocco G1/S indotto da raggi γ. [124] Un altro lavoro 

mostra che linee di medulloblastoma, tra cui le DAOY e le D283MED, 

vanno in apoptosi in seguito a trattamento con RI. Linee con p53 wild-

type, come le D283MED, vanno più in apoptosi rispetto a linee con 

p53 mutata. Questo studio mostra inoltre come l’inattivazione di p53 

in linee wild-type ottenuta introducendo un dominante negativo della 

proteina diminuisca il tasso di apoptosi indotto da radiazioni. [125] 
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SCOPO DELLA TESI 
 
 

Il medulloblastoma è considerato un tumore radiosensibile e la totalità 

dei protocolli terapeutici convenzionali prevede cicli di radioterapia 

nel trattamento del paziente. Risulta, però, difficile prevedere la 

risposta terapeutica e si sente la necessità di affiancare nuovi fattori 

prognostici a quelli già utilizzati per migliorare la stratificazione del 

rischio, al fine di minimizzare la tossicità legata alla terapia senza 

compromettere l’efficacia terapeutica del trattamento. [7] C’è grande 

consenso nel ritenere che solo dall’implementazione delle conoscenze 

sulla biologia del MB, dei meccanismi molecolari implicati nella 

patogenesi e nella risposta alle terapie esistenti possa derivare un 

miglioramento del management clinico del paziente non solo 

consentendo di predire più accuratamente i rischi, ma anche 

permettendo di sviluppare terapie individualizzate che combinino 

trattamenti convenzionali e terapie innovative mirate a precisi target 

molecolari. [7,131] 

E' stato recentemente attribuito alla presenza di β-catenina nucleare, 

indicativa di attivazione del sistema WNT, il ruolo di fattore 

prognostico positivo nel MB. [26] E’ stato inoltre evidenziato che β-

catenina ha funzioni antitetiche e tessuto/tumore specifiche essendo in 

grado di promuovere proliferazione e progressione tumorale in 

determinati contesti [26,42,43,126,127-130], mentre in altri è capace di indurre 

apoptosi o arresto della crescita simile a senescenza, con modalità sia 

p53-dipendenti che p53-indipendenti. [26,49,50,54-58,60,61,67,124] 

Scopo della tesi è pertanto quello di chiarire il ruolo di β-catenina nella 

progressione del ciclo, nella morte cellulare e nei meccanismi di 

risposta al danno genotossico indotto da radiazioni ionizzanti (RI) in 

linee cellulari derivate da MB umano. Si vuole inoltre valutare 

l’importanza del crosstalk tra β-catenina e p53 in questo delicato e 

complesso equilibrio. A tal fine linee di MB sono state sottoposte a RI 

e ne sono stati valutati gli effetti; nel tentativo di definire il ruolo 

specifico di β-catenina le cellule sono state inoltre trattate con cloruro 
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di litio (LiCl) un inibitore di GSK-3β che mima l’attivazione di WNT 

inducendo aumento di β-catenina non fosforilata e quindi non 

degradabile. [60,61,135,136] 
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MATERIALI E METODI 
 

 

1. Le linee cellulari 

 

Lo studio del sistema WNT è avvenuto su due linee cellulari derivate 

da MB umano: le DAOY e le D283MED. La prima è una linea 

ipertetraploide, isolata nel 1985 dal cervelletto di un paziente maschio 

di 4 anni, affetto da MB desmoplastico; la seconda è una linea 

ipodiploide, isolata nel 1985 da un paziente maschio di 6 anni, con 

mestatasi di MB nel peritoneo. [132] Come controllo sono state 

utilizzate, nei vari esperimenti, due linee derivate da cancro del colon: 

le RKO e le SW480; queste due linee cellulari sono state scelte per 

avere rispettivamente il sistema WNT wild-type e il sistema WNT 

alterato per la presenza della proteina APC troncata e conseguente 

accumulo di β-catenina nucleare. [133, 134] 

Le linee cellulari DAOY e D283MED sono state coltivate in MEM 

(Minimum Essential Medium with earle’s salt, Invitrogen Corporation; 

Frederick, MD) addizionato di 20% di FBS (Foetal Bovine Serum, 

Invitrogen Corporation; Frederick, MD) inattivato al calore, 1% di L-

glutammina (Eurobio; Courtaboeuf Cedex, FR), 1% di gentamicina e 

neomicina (gentamicina 10mg/ml Euroclone, Life Sciences Division, 

MI; neomicina 10mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 1% di 

aminoacidi non essenziali (Eagle’s non essential amino acid, Eurobio; 

Courtaboeuf Cedex, FR), 1% di sodio piruvato (Eurobio; Courtaboeuf 

Cedex, FR). 

Le RKO sono state coltivate in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium, Eurobio; Courtaboeuf Cedex, FR) addizionato di 10% FBS 

(Foetal Bovine Serum, Invitrogen Corporation; Frederick, MD) 

inattivato al calore, 1% di L-glutamina (Eurobio; Courtaboeuf Cedex, 

FR), 1% di gentamicina e neomicina (gentamicina 10mg/ml 

Euroclone, Life Sciences Division, MI; neomicina 10mg/ml Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO) e 0.5% di aminoacidi non essenziali (Eagle’s 

non essential amino acid, Eurobio; Courtaboeuf Cedex, FR). 

Le SW480 sono state coltivate in L15 (Leibovitz Medium, Eurobio; 

Courtaboeuf Cedex, FR) addizionato di 10% FBS (Foetal Bovine 

Serum, Invitrogen Corporation; Frederick, MD) inattivato al calore, 

1% di L-glutamina (Eurobio; Courtaboeuf Cedex, FR), 1% 

gentamicina e neomicina (gentamicina 10mg/ml Euroclone, Life 

Sciences Division, MI; neomicina 10mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) e 0.5% di aminoacidi non essenziali (Eagle’s non essential amino 

acid, Eurobio; Courtaboeuf Cedex, FR). 

DAOY, RKO e SW480 crescono adese formando un monostrato di 

cellule epitelioidi, mentre le D283MED crescono sia in adesione, con 

morfologia tipicamente epiteliale, sia in sospensione, formando 

aggregati di piccole cellule rotondeggianti. Tutte le linee cellulari sono 

state ottenute dall’ATCC (American Type Culture Collection, 

Manassas VA). [132]  

 

 

2. Il trattamento con radiazioni ionizzanti (RI) 
 

Le cellule, dopo essere state messe in coltura almeno 24 ore prima, 

sono state irradiate con raggi γ  (sorgente 137Cs) alla dose di 6 Gy e 

dose rate di circa 2 Gy/min, mediante l’utilizzo dell’Irradiateur 

Biologique 437C (CIS-BIO; Cedex, FR). Successivamente le cellule 

sono state lasciate in coltura per 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 16, 24, 48 o 72 ore a 

seconda della necessità, al termine delle quali sono stati fatti saggi di 

vitalità cellulare, curve di crescita, valutazioni del ciclo cellulare e 

dell’ apoptosi, studi di localizzazione e di espressione proteica per 

valutare diversi aspetti della risposta cellulare alle RI nelle linee di 

MB. Sono stati effettuati triplicati indipendenti di tutti gli esperimenti. 
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3. Il trattamento con cloruro di litio (LiCl) 
 
Al fine di evidenziare il ruolo della β-catenina nei fenomeni studiati, le 

cellule, ad almeno 24 ore dalla semina, sono state trattate con 20mM 

di LiCl (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO), o 20 mM di NaCl (Sigma-

Aldrich; St. Louis, MO) addizionati al terreno di coltura. Dopo 24 ore 

dal trattamento è stata valutata la quantità di β-catenina totale e 

nucleare mediante WB e la sua localizzazione cellulare mediante IF. 

Sono state allestite curve di c rescita delle linee trattate e dei relativi 

controlli (cellule trattate con NaCl 20mM). E’ stata determinata la 

vitalità cellulare e l’induzione di apoptosi in seguito a trattamento con 

LiCl per 24, 48, 72 e 96 ore. Sono stati effettuati triplicati indipendenti 

di tutti gli esperimenti. 

 

 

4. La vitalità cellulare 

 

La valutazione della vitalità cellulare è stata effettuata nelle DAOY e 

nelle D283MED a 24, 48 e 72 ore dalle RI e a 24, 48, 72 e 96 ore dalla 

somministrazione di LiCl, utilizzando il saggio di vitalità con Trypan 

Blue (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO).  

Ai tempi indicati le cellule sono state staccate, lavate e risospese in 

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline without Calcium and 

Magnesium, Euroclone; Life Sciences Division, MI). Un’aliquota di 

sospensione omogenea è stata miscelata a Trypan Blue, con diluizione 

1:2, e inserita in una camera di Neubauer per la conta delle cellule 

morte e di quelle totali al microscopio ottico (Nikon Eclipse TS100, 

Nikon Instruments s.p.a, FI). Ogni conta è stata effettuata in triplicato. 

 

 

 

 

 

 



 46

5. La curva di crescita 

 

Sono state allestite curve di crescita per le due linee di MB, DAOY e 

D283MED prendendole a 0, 24, 48, 72 e 96 ore dalla messa in coltura 

con esposizione alle RI o a LiCl dopo 24 ore dalla piastratura. 

Il giorno 0 le cellule sono state piastrate in fiasca T25, facendo 

attenzione ad aggiustare la concentrazione cellulare alla superficie 

disponibile. Sono state piastrate 200.000 cellule per ciascuna linea 

cellulare. 

Sono state preparate tre fiasche per 4 giorni successivi, quindi in tutto 

12 fiasche per linea cellulare. Ogni giorno alla stessa ora sono stati 

staccati e contati tre campioni in camera di Neubauer. I dati sono stati 

riportati in scala semilogaritmica con tempo in ascissa e logaritmo del 

numero di cellule in ordinata: la fase esponenziale appare come una 

retta. Il tempo di duplicazione necessario alla popolazione per 

raddoppiare è stato calcolato graficamente. Considerando i punti sulla 

curva che appartengono alla fase esponenziale, è stato preso un primo 

punto, A, in cui le cellule hanno una data concentrazione, D, al tempo 

C (in ore) corrispondente; le cellule raggiungono una concentrazione 

doppia rispetto a quella precedente, 2 X D, al tempo E. Il tempo di 

duplicazione è dato da E-C. 

 

 

6. La citofluorimetria 

 

Gli effetti delle RI e del LiCl sulla distribuzione delle popolazioni nel 

ciclo cellulare e sull'induzione di apoptosi sono stati valutati con 

tecniche citofluorimetriche. Per il ciclo cellulare sono state preparati 

campioni di cellule non trattate e trattate dopo 5, 16, 24 e 48 ore dai 

trattamenti stessi. L’apoptosi è stata valutata dopo 8, 24, 48 e 72 ore.  
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6.1 Valutazione del ciclo cellulare 

 

Per studiarne il ciclo cellulare, le cellule sono state lavate una volta in 

PBS e successivamente staccate dalle fiasche mediante PBS-EDTA 

0.4% e Tripsina 0.05%-EDTA 0.02% in PBS. La sospensione è stata 

poi centrifugata a 233g per 5’ e i pellet cellulari trattati con una 

soluzione lisante messa a punto da Nusse M. e collaboratori. [137] Le 

cellule sono state trattate prima con la soluzione “DNA Nusse 1” 

(NaCl 584mg/L, citrato trisodico 1000mg/L, RNasi 10mg/L, Nonidet 

P40 0.03%) e lasciate in incubazione a 4°C per 30’, poi sono state 

trattate con un uguale volume di soluzione “DNA Nusse 2” (acido 

citrico 1.5%, saccarosio 0.25M) e, dopo aver ben vortexato, sono state 

conservate a 4°C fino all’utilizzo (massimo 4 settimane). Al momento 

delle analisi, i nuclei isolati sono stati colorati con Propidio Ioduro 

(PI), 50µg/ml, (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) e passati al 

citofluorimetro (Bryte HS; Biorad, Munchen, Germany). La 

fluorescenza rossa è stata analizzata in scala lineare. Il programma 

Modfit (Verity, U.S.A.) ha permesso di valutare la percentuale di 

cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare. 

 

6.2 Valutazione dell'apoptosi 

 

Per l’analisi dell’apoptosi è stato utilizzato il Vybrant Apoptosis Assay 

Kit (Molecular Probes, Invitrogen Corporation; Frederick, MD) che si 

basa sulla somministrazione contemporanea dei coloranti per il DNA 

YO-PRO (verde) e PI (rosso), caratterizzati da capacità diverse di 

attraversare la membrana cellulare. Più precisamente, un forte segnale 

fluorescente sia rosso che verde indica lo stato di necrosi delle cellule, 

che sono permeabili ad entrambi i coloranti; se invece la fluorescenza 

verde è alta e quella rossa è bassa indica che le cellule sono in 

apoptosi, essendo permeabili solo allo YO-PRO; per le cellule vive si 

ha invece un basso segnale di fluorescenza sia rosso che verde, dato 

che entrambi i coloranti hanno una scarsa capacità di penetrare la 
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membrana integra. Sono state seguite le indicazioni della ditta 

produttrice del kit: le cellule sono state centrifugate a 233g per 5’ e i 

pellet sono stati lavati con PBS freddo. Dopo aver centrifugato 

nuovamente a 233g per 5’, le cellule sono state sospese in PBS freddo 

in modo da averle ad una concentrazione di 1.000.000 cell/ml. A 

questo punto sono stati aggiunti 1 µl di YO-PRO e 1µl di PI per ml di 

campione e i campioni sono stati lasciati in incubazione in ghiaccio 

per 20’, al termine dei quali è avvenuta la lettura al citofluorimetro 

(Epics Elite, laser ad Argon 15 mW con software EXPO; Beckman 

Coulter, Fullerton, CA) e mediante il programma Modfit (Verity, 

U.S.A.) sono state ricavate le percentuali delle cellule vive, morte e in 

apoptosi. 

 

 

7. Il Western Blot (WB) 

 

Gli esperimenti di WB sono stati effettuati al fine di analizzare 

l’espressione di β-catenina e p53 in linee di MB sottoposte o meno a 

RI e la quantità di β-catenina in cellule trattate e non con LiCl. Più 

precisamente sono stati preparati estratti proteici totali di DAOY e 

D283MED non irradiate e dopo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 16 e 24 ore dalle 

radiazioni su cui valutare i livelli sia di β-catenina che di p53. Sono 

stati inoltre preparati estratti proteici nucleari di DAOY e D283MED 

non sottoposte a radiazioni e dopo 5, 8, 16, 24 ore dalle radiazioni per 

valutare i livelli di β-catenina nucleare. Estratti proteici totali e 

nucleari di cellule trattate e non con LiCl sono stati ottenuti a 24 ore 

dalla somministrazione del composto e analizzati per la presenza e la 

quantità di β-catenina.  

 

7.1 Preparazione degli estratti proteici totali  

 

Per ottenere l’estratto proteico totale, le cellule sono state lavate due 

volte con PBS freddo, staccate per mezzo di un cell-scraper tenendo la 
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fiasca in ghiaccio e quindi la sospesione cellulare in PBS freddo è stata 

trasferita in una provetta da 15 mL e centrifugata a 771g per 5’ a 4°C. 

Scartato il sovranatante, il pellet è stato risospeso in 1 mL di PBS e 

dopo averlo trasferito in provetta da 1,5/2 mL è stato ricentrifugato a 

367g per 8' a 4°C. Scartato nuovamente il sovranatante, al pellet 

cellulare sono stati aggiunti circa 80-100 µl, a seconda della quantità di 

pellet, di buffer di lisi (Triton 1%, glicerolo 10%, Tris 50mM pH 7.4, 

NaCl 150mM, EDTA 2mM pH 8.0, MgCl2 2mM) con aggiunta di un 

cocktail di inibitori delle proteasi Complete EDTA-free (Roched 

Diagnostic, Indianapolis, IN) 2X ed è stato lasciato in incubazione in 

ghiaccio per 20', siringando e vortexando ogni tanto. Finita 

l'incubazione, la sospensione è stata centrifugata a 18000g per 30' a 

4°C e il sovranatante, contenente le proteine, è stato aliquotato in 

provette da 0.2 mL, congelato in azoto liquido e conservato a -80°C. 

La quantificazione delle proteine presenti nell’estratto cellulare è stata 

effettuata allo spettrofotometro (Ultrospec 1000, Amersham 

Pharmacia Biotech; Little Chalfont, UK) utilizzando il Dye Reagent 

(Bio-rad Laboratories GmbH; Munchen, Germany) per il saggio di 

Bradford. 

 

7.2 Preparazione degli estratti proteici nucleari  

 

Per ottenere l’estratto proteico nucleare sono stati ripetuti i passaggi 

del protocollo di estrazione proteica totale fino ad ottenere un pellet 

cellulare lavato e in provetta da 1,5/2 mL. A questo sono stati aggiunti 

500 µl di buffer ipotonico (HEPES 10mM pH 7.9, MgCl2 1.5mM, KCl 

10mM) con aggiunta di un cocktail di inibitori delle proteasi Complete 

EDTA-free (Roched Diagnostic, Indianapolis, IN) 2X e 

immediatamente centrifugato a 367g per 5' a 4°C, per eliminare i sali 

residui di PBS ed avvinare le cellule. Scartato nuovamente il 

sovranatante, sono stati messi 200 µl di buffer ipotonico con aggiunta 

della soluzione Complete 2X e lasciato in incubazione per 10' in 

ghiaccio, siringando ogni tanto. Dopo aver centrifugato a 827g per 15' 
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a 4°C, nel pellet si hanno i nuclei isolati che sono stati trattati con 50 

µl di “LOW buffer” (HEPES 20mM pH 7.9, Glicerolo 25%, KCl 

20mM, MgCl2 1.5mM, EDTA 0.2mM) e 50 µl di “HIGH buffer” 

(HEPES 20mM pH 7.9, Glicerolo 25%, KCl 1.2M, MgCl2 1.5mM, 

EDTA 0.2mM), entrambi con aggiunta del Complete 2X, e sono stati 

lasciati in incubazione in ghiaccio per 30', siringando e vortexando 

ogni tanto. Finita l'incubazione, sono stati centrifugati a 13225g per 30' 

a 4°C e il sovranatante, contenente le proteine, è stato aliquotato in 

provette da 0.2 mL, congelato in azoto liquido e conservato a -80°C. 

La quantificazione delle proteine presenti nell’estratto cellulare è stata 

effettuata allo spettrofotometro (Ultrospec 1000, Amersham 

Pharmacia Biotech; Little Chalfont, UK) utilizzando il Dye Reagent 

(Bio-rad Laboratories GmbH; Munchen, Germany) per il saggio di 

Bradford. 

 

7.3 Corsa elettroforetica, blotting e rivelazione degli estratti proteici 

cellulari 

 

Gli estratti proteici sono stati miscelati con SDS loading buffer (TRIS-

HCl 0.5M pH 6.8, SDS, Blu di Bromofenolo 0,1%, Glicerolo, β-

mercaptoetanolo) e denaturati a 95°C in bagnetto termostatato per 5’. 

Uguali quantità di proteine sono state sottoposte a corsa elettroforetica 

in gel al 10% di poliacrilamide. Nel gel sono stati caricati i campioni, 

il marker (Full Range Rainbow MW Marker, Amersham Biosciences; 

Little Chalfont, UK) e nei pozzetti vuoti l’SDS loading buffer 1X. Le 

proteine sono stati trasferite su una membrana di nitrocellulosa 

(Hybond-C Extra, Amersham Biosciences; Little Chalfont, UK) e 

dopo l’elettroblotting, i filtri sono stati colorati con soluzione di 

Ponceau (Sigma-Aldrich; St.Louis, MO) per verificare l’avvenuto 

trasferimento delle proteine dal gel alla membrana. 

Successivamente i siti aspecifici sono stati bloccati incubando le 

membrane in blocking solution (TBS 1X dato da 20mM Tris-HCl, 

137mM NaCl, pH 7.6; 0.1% Tween-20; 5% di latte scremato non 
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grasso in polvere) per 60’ a temperatura ambiente e in agitazione. La 

membrana è stata poi risciacquata per due volte in TBS-T (TBS 1X, 

0.1% Tween-20), sottoposta a 3 lavaggi in TBS-T, il primo di 15' e gli 

altri di 5', e incubata con l’anticorpo primario per 60’ a temperatura 

ambiente nel caso di β-catenina, Actina e Lamina B oppure overnight 

a 4°C nel caso di p53. Lavate nuovamente le membrane in TBS-T per 

rimuovere l’anticorpo primario non legato, queste sono state incubate 

con l’anticorpo secondario coniugato all’enzima HRP (Horseradish 

Peroxydase) per 60’ a temperatura ambiente. Dopo 5 lavaggi in TBS-

T, il primo di 15' e gli altri di 5', la membrana è stata incubata per un 

minuto a temperatura ambiente e al buio con il kit Enhanced 

chemoluninescence kit (“ECL-PLUS”, Amersham Biosciences; 

Europe GmbH) quindi impressionata su lastra Hyperfilm ECL 

(Amersham Biosciences; Europe GmbH) in seguito opportunamente 

sviluppata. La lastra è stata acquisita con uno scanner e i segnali 

quantificati usando uno specifico software densitometrico (Gel-Pro 

Analyzer, Version 3.0; Media Cybernetics, Silver Spring, MD). 

Gli anticorpi primari utilizzati sono: un anticorpo policlonale di 

coniglio anti-β-catenina (H-102, Santa Cruz Biotecnology; Santa Cruz, 

CA) diluito 1:600 in blocking solution; un anticorpo policlonale di 

capra anti-actina (I-19, Santa Cruz Biotecnology; Santa Cruz CA) 

diluto 1:1000 in blocking solution; un anticorpo monoclonale di topo 

anti-p53 (1C12, Cell Signaling Technology; Danvers MA) diluito 

1:2000 in blocking solution; un anticorpo policlonale di capra anti-

lamina B (C-20, Santa Cruz Biotecnology; Santa Cruz CA) diluto 

1:1000 in blocking solution. Gli anticorpi secondari utilizzati sono 

anti-immunoglobuline di capra (Santa Cruz Biotecnology; Santa Cruz 

CA), di coniglio e di topo (Amersham Biosciences; Europe GmbH) 

marcati con perossidasi di rafano (HRP), diluiti il primo 1:1000 e gli 

altri due 1:10000 in blocking solution. 

 

 

 



 52

8. L’immunofluorescenza (IF) 

 

Gli esperimenti di IF sono stati condotti per valutare la localizzazione 

intracellulare di β-catenina nelle DAOY e nelle D283MED sottoposte 

a RI (a 5, 8, 16, 24 ore dalle RI) e trattamento con LiCl (dopo 24 ore). 

Ogni esperimento di IF è stato corredato degli appropriati controlli: 

− un controllo positivo dato da una linea cellulare in cui i livelli di β-

catenina nucleare sono elevati, quali le SW480 [134]; 

− un controllo wild type dato da una linea cellulare in cui il sistema 

WNT non è alterato, quali le RKO [133]; 

− 2 controlli per l’IF, costituiti da: 

 cellule incubate solo con l' anticorpo secondario per valutare la 

fluorescenza di fondo data dai legami aspecifici di questo 

anticorpo al campione; 

 cellule incubate nè con l' anticorpo primario nè con l' anticorpo 

secondario per valutare l'autofluorescenza dei campioni. 

Le cellule sono state seminate su vetrini coprioggetto autoclavati 

inseriti in pozzetti di piastre per colture. 

Dopo la rimozione del terreno di coltura e due lavaggi rapidi in PBS, 

le cellule sono state fissate su vetrino con una soluzione di 

paraformaldeide (Merck; Darmstadt, Germany) al 2% in PBS per 10’ a 

temperatura ambiente e sono stati fatti 3 lavaggi in PBS da 3’ 

ciascuno. I campioni sono stati poi trattati con Triton X-100 (Sigma-

Aldrich; St. Louis, MO) 0,2% in PBS per 5’ per permeabilizzare le 

membrane citoplasmatiche e lavati 3 volte per 3’ ciascuno in PBS. 

Successivamente i vetrini sono stati trattati con BSA (Albumin Bovine 

Serum, Minimum 98%, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) all’1% in PBS 

per 30’ a 37°C per saturarne i siti aspecifici; quindi messi in 

incubazione con l' anticorpo primario policlonale di coniglio specifico 

per β-catenina (H-102, Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA) 

diluito 1:100 in PBS/BSA 1% a 37° per 60’. Effettuati 6 lavaggi in 

PBS di 3’ ciascuno, i campioni sono stati messi in incubazione al buio 

in camera umida con l' anticorpo secondario suino anti-
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imunoglobuline di coniglio coniugato al fluorocromo FITC (Dako 

Cytomation; Glostrup, Denmark) diluito 1:100 in PBS/BSA 1% per 

60’ a 37°C; quindi la superficie del vetrino è stata lavata per 3 volte 

per 3’ in PBS alla minore intensità di luce possibile e i vetrini sono 

stati controcolorati e montati con la soluzione ProLong Gold Antifade 

Reagent with DAPI (Invitrogen, Oregon, USA). I campioni sono stati 

esaminati usando un microscopio a fluorescenza (Carl Zeiss S.p.A; 

Germany) con filtri appropriati. 

 

 

9. L’ analisi statistica 

 

I dati sono stati analizzati utilizzando il test di Dunnett di un 

programma per Windows (PRISM). Valori di P<0,05 sono stati 

considerati statisticamente significativi. 
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RISULTATI 
 
 

1. Effetti delle RI sulla crescita cellulare  

 

Per entrambe le linee cellulari, la curva di crescita di cellule non 

irradiate mostra una fase di latenza iniziale, seguita da una fase in cui 

la concentrazione cellulare cresce in modo logaritmico (fase 

esponenziale), tra le 24 e 72 ore, e da una fase di crescita più lenta 

nelle ore successive. Nella fase esponenziale le cellule raddoppiano ad 

intervalli di tempo regolari: il tempo di duplicazione per le D283MED 

è di 37 ore, per le DAOY è di 26.5 ore (figura 6). 

Le curve di crescita delle cellule irradiate a 24 ore dalla messa in 

coltura mostrano che la crescita delle D283MED è bloccata almeno 

per 72 ore successive al trattamento. Nelle DAOY la crescita risulta 

rallentata, anche se a 24 ore dalle RI la popolazione cellulare riprende 

lentamente a crescere. I tempi di duplicazione superano le 72 ore per 

entrambe le linee cellulari irradiate (figura 6). 

 

 

2. Effetti delle RI sulla distribuzione delle popolazioni nel ciclo 

cellulare  

 

Le D283MED mostrano, a 16 e 24 ore dalle RI, blocco del ciclo 

cellulare in fase G1 e in fase G2/M; a 48 ore dalle RI, la popolazione 

progredisce nel ciclo cellulare (figura 7). 

Le DAOY mostrano, a 16 ore dalle RI, arresto al checkpoint G2/M, 

ma non a quello G1/S; a 24 ore le cellule ricominciano a ciclare 

normalmente (figura 7). 
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3. Effetti delle RI sulla vitalità cellulare  

 

Le DAOY hanno mostrato una sopravvivenza dell’84.95%, del 

95.88% e dell’90.46% rispettivamente a 24, 48 e 72 ore dalle RI, 

indicando un andamento altalenante della sopravvivenza cellulare 

all’aumentare del numero di ore dal trattamento con le RI (figura 8). 

Nelle D283MED si osserva invece una diminuzione statisticamente 

significativa delle cellule sopravvissute a 48 e 72 ore dalle RI: la 

sopravvivenza è del 102.88%, 79.66% e 57.63% rispettivamente a 24, 

48 e 72 ore dal trattamento (figura 8). 

 

 

4. Induzione di apoptosi da parte delle RI 

 

Nelle DAOY si osserva aumento statisticamente significativo 

dell’apoptosi, rispetto ai controlli non trattati, a 48 ore dal trattamento 

con RI. i valori del rapporto tra percentuale di apoptosi nei trattati e 

nei controlli sono 0.77, 1.98, 2.56, 1.37 rispettivamente a 8, 24, 48 e 

72 ore dalle RI, (figura 9). 

Le D283MED mostrano un aumento statisticamente significativo delle 

cellule in apoptosi a 48 e 72 ore dalle RI; i valori del rapporto tra 

percentuale di apoptosi nei trattati e nei controlli risultano 1.17, 1.15, 

4.26 e 3.02 rispettivamente a 8, 24, 48 e 72 ore dalle RI (figura 9). 

 

 

5. Modulazione dei livelli intracellulari di β-catenina e p53 da 
parte delle RI 

 

Le DAOY mostrano un lieve aumento dei livelli totali di β-catenina in 

risposta alle RI che si protrae fino alle 24 ore. I livelli di p53 nelle 

DAOY fluttuano, senza indicare un preciso andamento (figura 10). 

Nelle D283MED si rileva un aumento progressivo dei livelli totali di 

β-catenina nelle prime ore dopo irradiazione, che raggiunge il 

massimo a 3 ore dalle RI, seguito da un decremento graduale fino a un 
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livello basso e stazionario sovrapponibile a quello dei controlli. Le RI 

attivano invece p53 che aumenta nelle prime ore, raggiungendo il 

picco massimo a 5 ore dall’irraggiamento; nelle ore successive i livelli 

di p53 tornano ai valori bassi tipici dei controlli wild-type (figura 11). 

E’ stato inoltre valutato se le RI facessero aumentare i livelli di β-

catenina nucleare e quindi verosimilmente attivassero il sistema WNT: 

si osserva un aumento dei livelli nucleari di β-catenina nelle DAOY 

che mostra un picco a 5 ore dalle RI (figura 12); anche nelle 

D283MED si osserva aumento di β-catenina nucleare, con picchi a 5 e 

16 ore dalle RI (figura 13).  

 

 

6. Effetti delle RI sulla localizzazione di β-catenina  
 

Dagli esperimenti di immunofluorescenza si osserva che nelle DAOY 

non irradiate β-catenina è regolarmente distribuita lungo la membrana 

cellulare con alcuni accumuli nella regione perinucleare; non si 

osserva positività nucleare.[138] Nelle DAOY irradiate si osserva invece 

una positività diffusa per β-catenina nel citoplasma e gruppi di cellule 

presentano intensa positività per β-catenina nel nucleo dopo 5/8 e 24 

ore dalle RI; dopo 16 ore dalle RI invece non si osserva alcuna 

positività per β-catenina nucleare (figura 14). 

Le D283MED non irradiate mostrano positività per β-catenina solo a 

livello della membrana plasmatica in particolare nei punti di contatto 

tra cellula e cellula. [138] In seguito a RI non si osserva alcuna 

variazione nella localizzazione di β-catenina, probabilmente a causa 

dei bassi livelli iniziali di espressione della proteina nonché della 

peculiare morfologia cellulare. [138] 

Le RKO non irradiate presentano segnale fluorescente molto debole e 

diffuso e sono state osservate come controllo di sistema WNT wild 

type; le SW480 non irradiate presentano positività nucleare per β-

catenina molto intensa ed evidente e sono state osservate come 

controllo di sistema WNT alterato e localizzazione nucleare di β-

catenina (figura 14). 
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7. Modulazione dei livelli intracellulari di β-catenina da parte del 
LiCl 

 

Il trattamento con LiCl non determina alcun aumento dei livelli di β-

catenina totale né nelle DAOY né nelle D283MED (figura 15); quello 

che si osserva è però un aumento dei livelli di proteina nel nucleo in 

entrambe le linee cellulari dopo 24 ore di trattamento (figura 16). 

 

 

8. Effetti del LiCl sulla localizzazione di β-catenina  
 
Dopo 24 ore di trattamento con LiCl nella linea DAOY si osserva 

chiaramente, anche se in una relativamente bassa percentuale di 

cellule, traslocazione di  β-catenina dalla membrana plasmatica e dal 

citoplasma al nucleo (figura 17). Per gli stessi motivi esposti sopra non 

siamo in grado di apprezzare lo stesso fenomeno nella linea 

D283MED seppure il WB degli estratti nucleari ci mostri aumento dei 

livelli di proteina anche in queste cellule. 

 

 

9. Effetti delle LiCl sulla crescita cellulare 

 

Mentre nelle D283MED quello che osserviamo è un certo 

rallentamento della crescita cellulare con un tempo di duplicazione che 

passa da 37 ore a 55 ore, nelle DAOY l’effetto è quello di un brusco 

arresto della crescita e di una progressiva e cospicua riduzione del 

numero di cellule vive col prolungarsi del trattamento (figura 18). 

 

 

10. Effetti del LiCl sul ciclo cellulare 

 

Nelle DAOY osserviamo che un’elevata frazione di cellule è in fase S 

del ciclo cellulare a tutti i tempi di trattamento con LiCl considerati. Il 

LiCl e il conseguente aumento di β-catenina nucleare non sembrano 

pertanto attivare i checkpoint cellulari. Anche nelle D283MED non si 
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osservano sostanziali alterazioni del ciclo cellulare a parte un 

temporaneo arresto in fase S alle 24 ore dalla somministrazione di 

LiCl, non più osservabile alle 48 ore (figura 19). 

 

 

11. Effetti delle LiCl sulla vitalità cellulare 

 

Nelle DAOY si osserva una progressiva e significativa diminuzione 

della vitalità cellulare con l’aumentare delle ore di trattamento con 

LiCl (a partire da 24 ore fino a 96 di somministrazione) mentre nelle 

D283MED non si osserva alcuna riduzione della vitalità cellulare 

(figura 20). 

 

 

10. Effetti del LiCl sull’ apoptosi  

 

Non si osserva aumento significativo dei livelli di apoptosi in nessuna 

delle due linee di MB in seguito a trattamento con LiCl. 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 

 

Sebbene il MB sia considerato un tumore complessivamente 

radiosensibile una certa percentuale di pazienti è incurabile, la risposta 

alla radioterapia è difficile da prevedere e la terapia stessa è gravata da 

importanti effetti collaterali a lungo termine. Gli obiettivi sono 

pertanto sia quello di aumentare l’efficacia terapeutica del trattamento 

sia di ridurre il più possibile le dosi di RI, adeguandole al singolo 

paziente, senza inficiare l’efficacia del trattamento. [7] Il chiarimento 

dei meccanismi molecolari che intervengono nella risposta alle RI di 

cellule di MB darà un notevole impulso al raggiungimento di tali 

obiettivi. Si tratta di un’ ardua sfida poiché questa neoplasia è 

estremamente eterogenea e verosimilmente le diverse varianti 

istopatologiche hanno istogenesi, patogenesi e risposta ai trattamenti 

diverse. [2, 9] Per raggiungere i traguardi suddetti è quindi importante 

anche approfondire le conoscenze sulla biologia del MB . Un passo 

fondamentale è quello di perfezionare la stratificazione del rischio per 

pazienti con MB che attualmente si basa esclusivamente su parametri 

clinici. [7]. E’ stata recentemente attribuita alla presenza di β-catenina 

nucleare il ruolo di fattore prognostico positivo [26]. ma rimane da 

definire se questa sia una caratteristica legata ad un fenotipo meno 

aggressivo o se conferisca maggiore suscettibilità ai trattamenti. Ad 

oggi non si conosce se β-catenina abbia una funzione nella risposta 

cellulare alle RI. E’ di grande interesse, quindi, capire quale 

meccanismo molecolare porti β-catenina nucleare ad espletare il suo 

ruolo prognostico positivo nel MB. 

Il nostro principale scopo è stato quello di valutare su linee cellulari di 

MB la risposta alle RI, di studiare se in questa risposta potessero 

essere coinvolte la β-catenina e le sue relazioni con la proteina p53. 

Abbiamo scelto come sistema in vitro una linea di MB con p53 mutata 

(DAOY) e una con p53 wild type (D283MED). Nelle 72 ore 

successive al trattamento con raggi γ, non si osserva induzione 
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significativa di mortalità nelle DAOY, mentre per le D283MED si 

osserva una riduzione statisticamente significativa della vitalità 

cellulare a 48 e 72 ore dalle RI. Per quanto riguarda gli effetti sulla 

distribuzione delle popolazioni nel ciclo cellulare, abbiamo 

evidenziato che in entrambe le linee cellulari viene attivato il 

checkpoint G2/M, mentre solo nelle D283MED, in cui p53 è wild 

type, si ha arresto anche in G1/S. Il blocco del ciclo, necessario per i 

tentativi di riparo del danno genotossico, è più prolungato nelle 

D283MED rispetto alle DAOY ed infatti queste ultime già 24 ore dopo 

l’irradiazione rientrano in ciclo. L’andamento della crescita cellulare 

concorda con i suddetti risultati in quanto mentre mostra un arresto 

della crescita nelle D283MED, almeno per le 72 ore successive al 

trattamento, nelle DAOY mostra un sensibile rallentamento, ma non 

un arresto, ed infatti queste cellule dopo 24 ore dalle RI ricominciano a 

proliferare. Quanto osservato riflette il diverso stato funzionale di p53 

nelle due linee ed è verosimilmente legato anche ad un diverso assetto 

molecolare globale che conferisce alla linea DAOY, più 

indifferenziata [138], una maggiore spinta proliferativa ed una minore 

responsività ai fattori estrinseci che regolano la crescita cellulare. 

Anche se i meccanismi molecolari di soppressione della crescita 

tumorale attivati dalle RI sono diversi e anche se appare ormai 

evidente quanto sia improbabile che una sola modalità determini 

l’esito della terapia, l’apoptosi è considerata una delle principali 

modalità di risposta al danno genotossico e il successo della terapia 

antineoplastica sembra dipendere, in buona parte, dalla capacità delle 

cellule tumorali di rispondere in tal senso. Alcuni dati evidenziano 

inoltre che linee cellulari di medulloblastoma, tra cui le DAOY e le 

D283MED oggetto del nostro studio, muoiono per apoptosi in seguito 

a trattamento con RI .[125] Per queste ragioni abbiamo ritenuto 

importante valutare non solo la mortalità complessiva indotta dalle RI, 

ma anche il contributo specifico della morte cellulare per apoptosi. Le 

DAOY sono le prime a rispondere alle RI andando in apoptosi alle 24 

ore, mentre le D283MED lo fanno solo successivamente, 
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probabilmente perché sono bloccate ai checkpoint cellulari; a 48 e a 72 

ore, però, il fenomeno è più massiccio nelle D283MED. 

Fin qui i nostri risultati confermano i dati già presenti in letteratura e 

aggiungono informazioni complementari relative agli effetti delle RI 

sul ciclo, sulla crescita e sulla mortalità cellulare, che nel loro 

complesso descrivono la risposta delle due linee di MB, scelte come 

modelli in vitro, al trattamento radioterapico. In particolare i nostri dati 

confermano che la presenza di p53 wild-type è indice di maggior 

risposta alle RI sia in termini di mortalità generale sia in termini di 

apoptosi; è riportato infatti in letteratura che linee cellulari di MB con 

p53 wild-type hanno un indice apoptotico maggiore rispetto a linee 

con p53 mutata. [125] 

Quello che però ci premeva maggiormente era capire quale fosse 

l’effetto dei raggi γ a livello molecolare e se la risposta coinvolgesse la 

proteina β-catenina e il suo crosstalk con p53. Studi di espressione 

genica, tramite WB, e di localizzazione, tramite IF, ci rivelano che le 

RI hanno l’effetto di indurre un aumento dei livelli di β-catenina sia 

totale che nucleare nelle nostre linee di MB associato verosimilmente 

all’attivazione del sistema WNT. Nelle DAOY l’aumento dei livelli 

totali di β-catenina è modesto, probabilmente a causa dei livelli di base 

già elevati [138], ma protratto nel tempo; nelle D283MED, in cui i 

livelli basali sono bassi [138], l’aumento è più consistente, ma limitato 

nel tempo. L’andamento dei livelli di espressione di β-catenina e p53, 

nelle D283MED, sembra confermare l’esistenza di un crosstalk tra le 

due proteine: l’aumento di β-catenina, probabilmente indotto dalle RI, 

precede il picco di espressione di p53 in seguito al quale sia i livelli di 

β-catenina che di p53 tornano bassi e stazionari. E’ plausibile 

ipotizzare che l’aumento e la stabilizzazione dei livelli totali di β-

catenina nelle DAOY indotti dalle RI siano favoriti dalla mancanza di 

alcuni meccanismi che li contrastano, come i processi di degradazione 

di β-catenina p53-mediati. Nelle D283MED dove invece p53 viene 

attivata dalle RI l’accumulo di β-catenina nella cellula è transitorio. In 

questa linea, i bassi livelli iniziali di β-catenina nonché la peculiare 
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morfologia cellulare non ci permettono di apprezzare le variazioni di 

localizzazione della proteina, indotte dalle RI. Nelle DAOY, invece, il 

fenomeno della traslocazione di β-catenina al nucleo, probabilmente a 

causa dei livelli di espressione già elevati nelle cellule non irradiate 
[138] e dell’ulteriore aumento indotto dal trattamento radioterapico, è 

molto evidente, anche se solo in una bassa percentuale di cellule. 

L’effetto dei raggi γ sul sistema WNT potrebbe infatti dipendere dalla 

fase del ciclo cellulare in cui si trova la cellula quando subisce il danno 

genotossico. Resta da verificare, per entrambe le linee cellulari oggetto 

del nostro studio, se la traslocazione nucleare sia effettivamente 

associata ad attivazione del sistema WNT ossia a trascrizione dei suoi 

geni target. 

I dati in nostro possesso sembrano indicare che nella risposta alle RI di 

cellule di MB sia in qualche modo coinvolta anche β-catenina e 

mostrano una correlazione tra gli andamenti di β-catenina stessa e di 

p53. Le RI sembrano in grado di deregolare β-catenina e ciò 

rappresenterebbe uno stimolo all’attivazione di p53 che va ad 

aggiungersi allo stimolo rappresentato dal danno al DNA radio-

indotto. [44] L’attivazione di p53, d’altra parte, induce la degradazione 

proteolitica di β-catenina [51-53]; in assenza di p53 funzionale, β-

catenina è libera di esercitare i suoi effetti a valle. Ma quali sono 

questi effetti in cellule di MB? Sta emergendo dalla letteratura come β-

catenina abbia funzioni antitetiche e tessuto/tumore specifiche, 

essendo in grado di promuovere proliferazione e progressione 

tumorale in determinati contesti [26,42,43,126,127-130] mentre in altri di 

indurre apoptosi o arresto della crescita simile a senescenza, con 

modalità sia p53-dipendente che p53-indipendente. [26,49,50,54-

58,60,61,67,124] Studi in vitro hanno dimostrato come in alcuni tipi cellulari 

e situazioni specifiche β-catenina sia in grado di indurre apoptosi, 

anche in presenza di p53 alterata. [56,58,61]. Dai dati ottenuti nei 

nostri modelli sperimentali possiamo ipotizzare che le due modalità 

apoptotiche, mediate l’una da p53 e l’altra da β-catenina, collaborino 

tra di loro oppure abbiano funzioni apoptotiche ridondanti oppure che 
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il meccanismo p53-indipendente supplisca, in parte, alla mancanza di 

funzionalità di quello principale p53-mediato. E’ stato osservato, 

infatti, che nelle DAOY si ha induzione di apoptosi nonostante p53 

non sia funzionante, ma tale induzione è più cospicua nelle D283MED 

dove entrambi i sistemi sono attivati. L’attivazione del sistema WNT 

potrebbe quindi avere un effetto pro-apoptotico nel MB.  

Con i dati finora discussi possiamo ipotizzare che l’aumento di β-

catenina indotto dalle RI e l’apoptosi p53-dipendente e/o p53-

indipendente siano fenomeni tra loro collegati e consequenziali ma 

non siamo ancora in grado di dimostrarlo inequivocabilmente. Nel 

tentativo di verificare, almeno in parte, la nostra ipotesi abbiamo 

indotto l’aumento di β-catenina nelle nostre linee cellulari trattandole 

con cloruro di litio (LiCl) un inibitore farmacologico di GSK-3β in 

grado di mimare l’attivazione del sistema WNT; esso infatti porta ad 

accumulo di proteina non fosforilata e quindi non degradabile. 

[60,61,135,136] Abbiamo verificato, sia in WB sia in IF, che questo 

composto portasse effettivamente ad accumulo di β-catenina nel 

nucleo delle nostre cellule. L’aumento di β-catenina non è associato ad 

alterazioni palesi del ciclo cellulare, ma la crescita di entrambe le 

popolazioni ne risente poiché una linea (D283MED) rallenta mentre 

l’altra subisce arresto progressivo della crescita (DAOY). 

Quest’ultima poi mostra anche un aumento significativo della 

mortalità cellulare in seguito a trattamento con LiCl verosimilmente 

attribuibile all’aumento dei livelli di β-catenina nucleare osservati. A 

questa mortalità non sembra però contribuire l’apoptosi che non è 

indotta in maniera significativa dal sale di litio. Oltre all’apoptosi 

comunque esistono diversi meccanismi molecolari di soppressione 

della crescita tumorale tra cui l’induzione della senescenza, del 

differenziamento terminale e della catastrofe mitotica e non possiamo 

escludere che questi fenomeni avvengano nelle nostre linee cellulari. 

Complessivamente possiamo ipotizzare, da questi dati preliminari, che 

la β-catenina nucleare determini un fenotipo tumorale meno 

aggressivo. 
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Sono indubbiamente necessari ulteriori esperimenti per verificare le 

nostre ipotesi e per dare una spiegazione molecolare al ruolo 

prognostico positivo della β-catenina nucleare nel MB e occorre 

innanzi tutto verificare se la presenza di β-catenina nel nucleo si associ 

anche ad aumento della radiosensibilità. Siamo quindi motivati ad 

approfondire lo studio del ruolo di β-catenina nella risposta al 

trattamento con RI del MB umano e a capire se in un futuro si possa 

sfruttare l’attivazione del sistema WNT a scopo terapeutico, tenendo 

conto che esistono molecole già in uso o in sperimentazione per altre 

patologie, come i sali di litio e gli inibitori delle istone deacetilasi, in 

grado di indurre tale effetto. [68,135] 
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Fig. 1: Pathway Wnt/β-catenina: a sinistra sistema inattivo, in assenza della proteina Wnt, e 
degradazione di β-catenina; a destra sistema attivato dalla presenza della proteina Wnt, e 
traslocazione di β-catenina al nucleo (riprodotta da Reya T et al., 2005). 
 

Fig. 2: Cross-talk tra ß-catenina e p53. L’aumento di β-catenina comporta aumento dei livelli di 
ARF e quest’ultima lega Mdm2, bloccandone la funzione e contrastando così l’inibizione di p53. P53 
attivata induce la degradazione proteolitica di β-catenina e promuove la soppressione tumorale, 
inducendo blocco del ciclo cellulare, senescenza e apoptosi. 
 

ß-catenina 

ARF 

Mdm2 

p53 

Mdm22 m2
Mdm2 

 

p53 
 

p53 
 

Ubiquitinazione 
Degradazione

Inibizione 
crescita 

Senescenza 
Apoptosi 



 81

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3 Destino della cellula in seguito a RI  (a) la cellula colpita da RI può andare in apoptosi o arresto 
temporaneo o permanente della crescita nel tenattivo di riparare il danno genotossico. b. la cellula che riesce a 
riparare il danno completamente riprende le sue normali funzioni. Se invece il danno è irreparabile (c) la cellula 
può arrestarsi definitivamente o riprendere a proliferare. Se il danno irreparabile non è letale, la cellula che 
prolifera ha acquisito mutazioni: un rischio aumentato di portare al cancro (d). Se il danno è letale la cellula va 
in catastrofe mitotica seguita da necrosi o apoptosi (e). (riprodotta da Gudkov AV et al., 2003). 

Fig.4  Meccanismi di soppressione della crescita tumorale. Le RI attivano diversi meccanismi molecolari di 
soppressione della crescita tumorale: arresto del ciclo cellulare, induzione della senescenza, dell’apoptosi, del 
differenziamento terminale e della catastrofe mitotica. Molti se non tutti i pathway molecolari che mediano 
questi fenomeni sono strettamente interconnessi (riprodotta da Brahme A et al., 2003).  
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Fig.5 Network di pathway molecolari che interviene nella risposta al danno da RI. Comprende sensori, 
mediatori, trasduttori ed effettori (riprodotta da Zhou B-B s et al., 2000). 
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Fig.6  Curve di crescita di a) D283MED e b) DAOY irradiate (IR, linea rossa) e non irradiate (C, linea blu); a 
fianco sono indicati i tempi di duplicazione (DT).  
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Fig.7  Ciclo cellulare di D283MED e DAOY a 5, 16, 24 e 48 ore dalle RI e dei relativi controlli (C); gli istogrammi 
rappresentano la media delle percentuali di cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare ottenute in tre esperimenti 
indipendenti. 

D283 

5

5,2

5,4

5,6

5,8

6

6,2

6,4

0 24 48 72 96

T e m po  (h )

lo
g 

(n
 c

el
l)

D 2 8 3  ir

D 2 8 3  ct r

DAOY 

5

5,2

5,4

5,6

5,8

6

0 24 48 72 96

Tempo (h)

lo
g 

(n
.c

el
l)

DAOY IR

DAOY CTR

a) 
 
 

D283 C: DT=37H 
D283 IR: DT>72H

b) 
 
 

DAOY C:  DT=26,5H 
DAOY IR: DT>72H 



 84

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8 Vitalità cellulare di DAOY (barre blu) e D283MEd (barre rosse) a 24, 48, 72 ore dalle RI. Gli istogrammi 
rappresentano la media dei valori ottenuti in tre esperimenti indipendenti e rispettivamente 84.95%, 95.88% e 
90.46% (DAOY); 102.88%, 79.66% e 57.63% (D283MED). Con l’asterisco sono indicate le differenze 
significative (P < 0.05) tra i trattati e i controlli (% cellule vive dei controlli = 100%)

Fig.9 Apoptosi di DAOY (barre blu) e D283MEd (barre rosse) a 8, 24, 48, 72 ore dalle RI. Gli 
istogrammi rappresentano la media dei rapporti tra i valori dei trattati e i relativi controlli ottenuti in tre 
esperimenti indipendenti. Con l’asterisco sono indicate le differenze significative (P < 0.05) tra i trattati 
e i controlli.  
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Fig.10 Espressione di ß-catenina totale e di  p53 nelle DAOY a diverse ere dalle RI. I valori di densità ottica (OD) di ß-
catenina e p53 sono stati normalizzati rispetto all’OD dell’actina. In basso gli istogrammi rappresentano la media dei valori 
di incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. In alto è mostrato un esperimento 
rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 
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Fig.11 Espressione di ß-catenina totale e di  p53 nelle D283MED a diverse ere dalle RI. I valori di densità ottica (OD) di 
ß-catenina e p53 sono stati normalizzati rispetto all’OD dell’actina. In basso gli istogrammi rappresentano la media dei 
valori di incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. In alto è mostrato un 
esperimento rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 
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Fig.12 Espressione di ß-catenina nucleare nelle DAOY a diverse ere dalle RI. I valori di densità ottica (OD) di ß-
catenina sono stati normalizzati rispetto all’OD della lamina B. In basso gli istogrammi rappresentano la media dei valori di 
incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. In alto è mostrato un esperimento 
rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 
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Fig.13 Espressione di ß-catenina nucleare nelle D283MED a diverse ere dalle RI. I valori di densità ottica (OD) di ß-
catenina sono normalizzati rispetto all’OD della lamina B. In basso gli istogrammi rappresentano la media dei valori di 
incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. In alto è mostrato un esperimento 
rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 
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Fig.14 Localizzazione di ß-catenina  nelle DAOY a diverse ere dalle RI. La ß-catenina è marcata in verde mentre i 
nuclei sono blu. Le RKO e le SW480 fungono da controllo.  
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Fig.15 Espressione di ß-catenina totale nelle DAOY, D283 MED e SW480 a 24 ere dal trattamento con LiCl 20mM. I 
valori di densità ottica (OD) di ß-catenina sono stati normalizzati rispetto all’ OD della lamina B. In basso gli istogrammi 
rappresentano la media dei valori di incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. 
In alto è mostrato un esperimento rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 

Fig.16 Espressione di ß-catenina nucleare nelle DAOY, D283 MED e SW480 a 24 ere dal trattamento con LiCl 20mM. I 
valori di densità ottica (OD) di ß-catenina sono stati normalizzati rispetto all’ OD della lamina B. In basso gli istogrammi 
rappresentano la media dei valori di incremento rispetto al controllo (fold increase) ottenuti in tre esperimenti indipendenti. 
In alto è mostrato un esperimento rappresentativo; sono stati ottenuti risultati simili nei tre esperimenti. 
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Fig 17. Localizzazione di ß-catenina  nelle DAOY a 24 ore dal trattamento con LiCl 20mM.  La ß-catenina è 
marcata in verde mentre i nuclei sono blu. Le SW480 fungono da controllo positivo della presenza di ß-catenina nel 
nucleo. 
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Fig.18  Curve di crescita di a) D283MED e b) DAOY trattate con LiCl 20mM (LiCl linea verde) e con NaCl 20 
mM (C, linea blu); a fianco sono indicati i tempi di duplicazione (DT).  
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Fig.19 Ciclo cellulare di D283MED e DAOYa 5, 16, 24 e 48 ore dal trattamento con LiCl e dei relativi controlli (C); gli
istogrammi rappresentano la media delle percentuali di cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare ottenute in tre 
esperimenti indipendenti. 
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Fig.20 Vitalità cellulare di DAOY (barre blu) e D283MEd (barre rosse) a 24, 48, 72 ore dal trattamento con LiCl.. 
Gli istogrammi rappresentano la media dei valori ottenuti in tre esperimenti indipendenti. Con l’asterisco sono 
indicate le differenze significative (P < 0.05) tra i trattati e i controlli (% cellule vive dei controlli = 100%).
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Fig.21 Apoptosi di DAOY (barre blu) e D283MEd (barre rosse) a 24, 48, 72, 96 ore dal trattamento con LiCl. Gli 
istogrammi rappresentano la media dei rapporti tra i valori dei trattati e i relativi controlli ottenuti in tre 
esperimenti indipendenti.  
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