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ABSTRACT 

 

 

Cutaneous melanoma is an aggressive malignancy accounting for 4% of skin 

cancers but 80% of all skin-cancer related deaths. Its incidence is rapidly rising and 

advanced disease is notoriously treatment-resistant. The role of apoptosis in melanoma 

pathogenesis and chemoresistance is poorly characterized. Mutations in p53 occur 

infrequently and are not critical for tumour development. This may alternatively result 

from p53 upstream or downstream pathway defects or from alterations of p53 family 

co-activators, including the ASPP family members (Apoptosis Stimulating Proteins of 

p53). 

iASPP is the inhibitory member of the ASPP family. By binding p53, iASPP is 

believed to inhibit apoptosis in cancer, resulting in its oncogenic role. Recently it has 

been found highly expressed in several types of cancer, such as endometrial and 

hepatocellular carcinoma, acute leukemia and breast cancer. iASPP upregulation in 

some cases occurs with a concomitant downregulation of ASPP expression, the pro-

apoptotic family member, thus providing a further option for targeting the p53 family 

in the treatment of cancers. So far, iASPP expression and its role in skin cancer is not 

yet been explored.  

Recently great attention has been given to DNA repair processes in melanoma, 

particularly to Mismatch Repair (MMR). This is a DNA damage repair mechanism, 

correcting bases mismatches due to replication errors or exogenous agents’ activity, 

whose defects have been demonstrated leading to genomic instability (microsatellite 

instability, MSI) frequently linked with cancer. MSI and altered expression of MMR 

factors such as MSH2 and MLH1 (both at mRNA and protein levels) has often been 

observed in primary and metastatic melanoma, compared to normal melanocytes and 

nevi. 
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Aim of this study is to investigate the role of iASPP in melanoma and particularly 

its involvement in DNA repair and apoptosis. In this work we used RT-PCR and 

western blot techniques to demonstrate that both MMR factors and iASPP were 

expressed at higher levels in several melanoma cell lines, mainly metastatic, compared 

to primary melanocytes extracted from human skin. We also observed a post-

translational modification in the MSH2 protein (which is due at least to an 

ubiquitination) upon increased iASPP expression in three different melanoma cell lines, 

independently of p53 status. This results in an increase of DNA repair activity 

measured by MutS(MSH2/MSH6 complex) binding to a DNA bases mismatch. To 

confirm these results, we used a set of shRNAs targeting iASPP gene in metastatic 

melanoma cell line WM1158 and we found that the reduction of iASPP leads to a lower 

MSH2 protein expression, without affecting MLH1, and to a 50% reduction of MutS 

activity. Immunoprecipitation experiments showed that iASPP directly binds 

endogenous MSH2 and MLH1 in melanoma cells and this interaction was confirmed 

by immunostaining where iASPP partially co-localized with MMR factors in the 

nucleus of melanoma cells. Moreover, iASPP silencing and its consequent reduction in 

expression and activity of MMR factors, is able to sensitize melanoma cells to 

apoptosis induced by chemotherapeutic agent cisplatin. 

Taken together these results confirm the antiapoptotic role of iASPP and suggest 

a novel role of iASPP in melanoma, such as a modulator of MMR that may help in the 

future to explain further its oncogenic role in cancer. This study is also the first report 

available about iASPP expression in melanoma, highlighting the importance of 

investigating further this important target gene in such a chemoresistant disease. Future 

studies will be necessary to further elucidate the mechanism by which iASPP interferes 

with the MMR system and how it affects apoptosis and cell cycle progression in 

melanoma disease. 
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1.INTRODUZIONE 

 

 

1.1. LA PELLE 

 

1.1.1. Struttura della pelle 

La pelle è il tessuto di rivestimento del corpo umano, la cui funzione principale 

è quella di proteggere gli organi interni favorendone gli scambi con l’esterno. Al suo 

interno sono riconoscibili tre strati: ipoderma, derma ed epidermide (Figura 1). 

L’ipoderma è lo strato localizzato sotto il derma. Si tratta per la maggior parte di un 

tessuto adiposo, infatti la sua principale funzione è quella di isolamento e fonte 

enegetica di riserva nei periodi di digiuno. 

 

 

  

 

Figura 1: Struttura della pelle 
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Il derma è lo strato interno della pelle. Al suo interno troviamo le ghiandole 

sudoripare, i bulbi piliferi e le terminazioni nervose. Il derma nutre, ossigena e sostiene 

l’epidermide, che è priva di vasi. Elementi fondamentali del derma sono il collagene e 

l’elastina, che hanno rispettivamente la funzione di assicurare robustezza alla pelle e 

renderla elastica. L’epidermide e il derma sono uniti tra loro tramite papille dermiche, il 

cui fine è quello di aumentare l’area di contatto in modo da ottimizzare gli scambi. 

L’epidermide è la parte più esterna, formata da una serie di cellule, per lo più 

cheratinociti, indurite dalla presenza della cheratina. Alla base ci sono una serie di 

cellule che si riproducono in continuo per andare a sostituire le cellule che muoiono e si 

staccano. L'epidermide é a sua volta organizzata dallo strato più profondo allo strato 

più superficiale in differenti strati in base alle caratteristiche morfologiche che i 

cheratinociti assumono durante il processo di differenziazione: strato basale, strato 

spinoso, strato lucido, strato granuloso e strato corneo (Figura 2). 

 

 

 

 

Figura 2: Ultrastruttura dell’epidermide 

 

 

I cheratinociti dello strato basale sono cellule cubiche, unite tra loro e a loro volta 

ancorate alla membrane basale, che unisce l’epidermide al derma. Nello strato basale 
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sono presenti altri tipi cellulari quali i melanociti, le cellule di Langerhans, le cellule di 

Merkel e infiltrati linfocitari. Lo strato spinoso è formato da cellule di aspetto diverso 

rispetto a quelle dello strato basale, più appiattite. Maturando queste cellule si portano 

verso la superficie epidermica. Tra le cellule presenti in questo strato ci sono le cellule 

di Langerhans che hanno funzione di difesa e sono ramificate. Lo strato lucido, di 

transizione, è costituito da 3-5 strati di cellule appiattite, ancora vitali ma prive di 

nucleo. Sono cellule ricche di filamenti che servono per "soffocare" la cellula 

mandandola incontro ad apoptosi. Questo strato non è sempre evidenziabile, essendo 

troppo sottile e poco colorabile per essere visualizzato al microscopio ottico in altre 

sedi. Lo strato granuloso contiene cellule pavimentose ricche di cheratina e di granuli 

di cheratoialina. L’ultimo strato dell’epidermide è quello corneo; qui le cellule sono 

ridotte a lamine essendo andate incontro a morte cellulare. 

 

1.1.2. I melanociti  

I melanociti, sono cellule di forma per lo piú stellata che risiedono nello strato più 

profondo dell’epidermide (Figura 3), lo strato basale, dove presiedono alla produzione 

della melanina, pigmento che determina la colorazione della pelle nei diversi gruppi 

etnici e in risposta alla stimolazione tramite raggi UV. 

 

 

 

Figura 3: Localizzazione dei melanociti nell’epidermide 
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In genere non ci sono differenze nella distribuzione o densità di melanociti tra i 

differenti sessi e razze. Le differenze di colore della pelle sono dovute solo alla 

differente attività dei melanociti stessi e non al numero. I melanociti sono cellule per lo 

più senescenti, con un ciclo cellulare molto lento, di cui non è stato ancora determinata 

la frequenza di duplicazione in vivo. Fattori di crescita e UV pare accelerino l'attività 

mitotica di queste cellule. I melanociti sono l’unico tipo cellulare nella pelle a produrre 

le melanine, molecole ad alto peso molecolare legate a strutture proteiche con le quali 

formano le melano-proteine. Nell'uomo ci sono due classi di melanine le eumelanine 

(marroni) e le feumelanine (rossastre). Per entrambe, il substrato precursore è 

l’amminoacido tirosina. Sono cellule dendritiche che tramite i prolungamenti entrano in 

contatto con i cheratinociti, ai quali forniscono la melanina, che producono all’interno 

di organuli detti melanosomi secondo un complesso processo biochimico (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Processo biochimico per la produzione di melanina 

 

 

La necessità di isolare il processo all’interno dei melanosomi risiede nella sua 

tossicità, in quanto è un processo che porta alla produzione di radicali liberi, tossici per 
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la cellula. Le melanine, una volta prodotte sono liberate nello spazio extracellulare e 

raggiungono i vicini cheratinociti, modulando la pigmentazione cutanea. 

 

1.2. IL MELANOMA  

 

Il melanoma è il piú aggressivo fra i tumori della pelle. Pur rappresentando solo il 

4% di tutti i tumori a carico di tale organo, è responsabile di ben l’80% delle morti per 

tale tipo di cancro (Miller and Mihm, 2006). è  un tumore che origina nei melanociti ed 

è ad oggi uno dei più aggressivi e con alto tasso di mortalità con cure disponibili 

inefficaci, soprattutto per le forme metastatiche, mentre le forme primarie sono curabili 

quasi esclusivamente mediante rimozione chirurgica.  

I melanociti interessati, possono essere presenti nell’epidermide, nei bulbi piliferi, 

più raramente nelle mucose e nell’occhio. La cute è colpita nell’85% circa dei casi. Con 

l’eccezione delle più rare forme amelanotiche, il melanoma si presenta come una 

neoformazione pigmentata, più o meno estesa in superficie ed in profondità, con 

tendenza a metastatizzazione per via linfatica ed ematica; può insorgere su cute sana o 

su un nevo melanocitico preesistente.  

Nel 2006, la World Health Organization, stimava che nel mondo compaiono 

160˙000 nuovi casi di melanoma ogni anno e che le morti dovute a melanoma sono 

circa 48˙000 (Lucas et al., News Release 2006) ma questi numeri sono in costante 

aumento di anno in anno. Per questo impressionante aumento di incidenza, questo 

tumore ha assunto una valenza di emergenza sanitaria nelle popolazioni maggiormente 

colpite e la necessitá di trovare cure efficaci è di un certo interesse sociale. 

 

1.2.1. Melanomagenesi 

Di grande importanza nella genesi del melanoma è considerata una mutazione 

molto frequente, riscontrata in diversi casi di tale tumore. Si tratta della mutazione 

V600E a carico del gene BRAF (di cui si discuterá piú approfonditamente in seguito). 

L’80% dei casi di mutazioni di BRAF in melanoma è rappresentato da V600E. La 

frequenza è simile anche in nei benigni e displastici, suggerendo che questa mutazione 
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potrebbe essere uno degli eventi precoci della trasformazione neoplastica (Pollock et 

al., 2003). Una delle teorie ad oggi accettate sostiene infatti che il melanoma origini per 

il 75% dei casi da nei benigni. Questi sono aggregati di melanociti che proliferano in 

seguito ad una modificazione genetica (Michaloglou et al., 2008) ma che controllano la 

proliferazione grazie all’attivazione di programmi di senescenza mediati da p16/Rb. 

Quando i melanociti trovano il modo di sfuggire a tale stato di senescenza, ha inizio la 

fase di progressione del melanoma. Questa teoria è in accordo con il modello di Clark 

(Figura 6) (Clark et al., 1984), secondo cui, dopo la trasformazione dei nei benigni, le 

cellule attraversano due stadi: melanoma primario e RGP (Radial Growth-Phase). In 

tali casi, le cellule maligne rimangono circoscritte nello strato basale dell’epidermide. 

Successivamente, entrano nella fase VGP (Vertical Growth-Phase) attraversando il 

derma. Da questo momento in poi il tumore, se non trattato, può crescere ed espandersi 

degenerando in breve tempo nella fase successiva metastatica in cui le cellule tumorali 

raggiungono i vasi e in tal modo colpiscono altri organi vitali (Figura 5).  

Sebbene il modello di Clark sia accettato a livello internazionale, è oggi 

riconosciuto che una certa porzione di casi di melanoma possa avere diverse origini. La 

teoria che si sta oggi facendo piú avanti coinvolge possibili mutazioni in cellule 

staminali presenti nella pelle (Fang et al. 2005; Monzani et al. 2007; Topczewska et al. 

2006). Le cellule staminali potrebbere iniziare la proliferazione maligna direttamente o 

anche attraverso i nei (Figura 5). 
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Figura 5: Modello di Clark e teoria delle cellule staminali 

 

 

Sia il melanoma che i nei benigni originerebbero, secondo questa teoria, da una cellula 

staminale mutata e a seconda della severitá della mutazione, il tessuto andrebbe 

incontro ad una proliferazione limitata (nei) o ad una proliferazione maligna 

(melanoma). Le cellule staminali che hanno originato la proliferazione, rimarrebbero 

nel tessuto melanotico a nutrire e stimolare le altre cellule, che progrediscono attraverso 

i vari stadi, alla metastasi. 

 

1.2.2. Fattori di rischio 

Il principale fattore di rischio ad oggi identificato per il melanoma, è l’esposizione 

ai raggi ultravioletti (UVR) tant’è  che il melanoma si verifica più frequentemente nelle 

aree della pelle più esposte ai raggi del sole. Gli UVR promuovuono la formazione del 

tumore attraverso mutazioni dirette al genoma (UVB), produzione di fattori di crescita, 

abbassamento delle difese immunitarie e formazione di specie reattive dell’ossigeno 
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(UVA) (Jean et al., 2001). Vari studi hanno dimostrato come l’alta esposizione ai raggi 

del sole, soprattutto in etá giovane, sia strettamente correlata al rischio di sviluppo del 

melanoma (Gandini et al., 2005). Inoltre l’uso di lampade abbronzanti artificiali, 

attualmente molto diffuso nei paesi occidentali, incrementa il rischio di melanoma in 

etá giovanile (Green et al., 2007). Fattore altamente predisponente è il colore della 

pelle, in particolare, risultano più esposti soggetti con pelle chiara e capelli biondi o 

rossi, per lo piú di origine caucasica. Il colore di pelle e capelli generalmente rispecchia 

la minore capacità dei melanociti di produrre pigmenti protettivi quali la melanina e si 

riflette nelle minore predisposizione della pelle all’abbronzatura. Questo è da addurre 

alla variabilità polimorfica della proteina MC1R (Melanocortin-1 Receptor) (Palmer et 

al., 2000; Kennedy et al. 2001; Landi et al. 2005;), recettore posto sulla superficie dei 

melanociti che risponde alla stimolazione da parte degli ormoni -MSH -

Melanocytes Stimulating Hormone) e ACTH (Adenocorticotrophic Hormone) 

attivando un processo c-AMP dipendente che porta alla produzione di melanina 

all’interno dei melanosomi. Polimorfismi di interesse in melanoma sono associati anche 

ad altri geni implicati in pigmentazione quali ASIP (Agouti Stimulating Protein), TYR 

(Tyrosinase) e TYRP1 (Tyrosinase-Related Protein-1) (Brown et al. 2008; 

Gudbjartsson et al. 2008; Raimondi et al. 2008).  

Diversi altri fattori genetici sono considerati in relazione con il rischio di 

sviluppare il melanoma. Tra questi, sono frequenti in casi di melanoma ereditario 

(40%) (Goldstein et al. 2006), ma rari in melanoma sporadico (Bataille et al., 2000), 

mutazioni del gene soppressore tumorale CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase 

Inhibitor 2A), localizzato sul cromosoma 9p21 che codifica per la proteina Ink4a o p16, 

la quale ha la funzione di indurre l’arresto del ciclo cellulare nella fase G1 promovendo 

la fosforilazione di Rb (Retinoblastoma protein). Dallo stesso locus genico è codificato 

un altro oncosoppressore ARF o p19, implicato nell’attivazione di p53, trascritto 

mediante meccanismi di splicing alternativo e anche questo è, seppur raramente, mutato 

in melanoma.  

Alterazioni genetiche molto comuni in melanoma risultano a carico della via delle 

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) in particolare a carico di NRAS (incidenza 

del 15-25% in linee cellulari di melanoma e melanoma primario) (Ball et al., 1994; 

http://www.labmeeting.com/papers/author/ball-nj
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Van-Elsas et al., 1995, 1996; Van’t Veer et al., 1989) e uno dei suoi effettori BRAF, il 

cui gene è mutato con una frequenza del 50-70% (Davies et al., 2004; Gorden et al., 

2003; Wan, 2004). Inattivazione o compromissione della funzione di queste proteine 

genera difetti nell’attivazione degli effettori MEK ed ERK della stessa cascata di 

trasduzione, risultando spesso in attivazione costitutiva di segnali proliferativi (Figura 

6). 

 

 

 

 

Figura 6: Vie metaboliche alterate in melanoma 

 

 



18 

 

Tra le altre vie proliferative alterate, quella di PI3K (Phosphoinositide-3-

Kinase) (Figura 6) che coinvolge gli effettori AKT e PTEN. In melanoma, spesso è 

stata osservata l’inattivazione di PTEN come evento tardivo (Guldberg et al., 1997) che 

può cooperare con l’attivazione oncogenica della via di RAF/BRAF così come con le 

alterazioni al gene CDKN2A, contribuendo alla tumorigenesi.  

Al di lá delle alterazioni genetiche, sono anche note alterazioni della via 

metabolica di NF-κB, mediante up-regolazione delle subunitá NF-κB p50 and Rel-A 

(McNulty et al. 2001; Meyskens et al. 1999) o down-regulazione dell’inibitore di NF-

κB, IκB (Dhawan and Richmond 2002; Yang and Richmond 2001).  

 

1.2.3. Melanoma e apoptosi 

Altri fattori alterati in melanoma comprendono proteine coinvolte in apoptosi. In 

generale i melanomi manifestano meno apoptosi spontanea rispetto ad altri tipi di 

tumori (Mooney et al. 1995) e a volte è stata riscontrata overespressione di fattori 

antiapoptotici come Bcl-2, BclXL, Mcl-1(Cerroni et al. 1995; Selzer et al. 1998; Tang et 

al. 1998). Tra i fattori essenziali per il corretto svolgimento dell’apoptosi, ci si 

aspetterebbe un coinvolgimento della proteina p53, frequentemente mutata o 

compromessa in un numero molto elevato di tumori. Ma il suo ruolo non è stato ancora 

ben stabilito. Infatti, mutazioni a carico di p53, si manifestano con una frequenza 

minore del 10% (Papp et al., 1996). Essendo p53 per lo più wild type, il fallimento 

della induzione dell’apoptosi a questa di solito addotta può essere dovuto alla modifica 

dei segnali a monte o a valle di questa proteina. Uno dei meccanismi suggeriti per 

l’inattivazione del wild-type di p53 in melanoma, è la sua degradazione promossa da 

MDM2, proteina spesso overespressa in melanoma (Harland et al., 2005; Hernberg et 

al.,1998) e facente parte del sistema di turnover proteico mediato dal proteasoma. 

Alcune spiegazioni, sono da ricercare nel fatto che i melanociti sono cellule 

programmate per sopravvivere per l’intera loro vita in situazioni di forte stress, 

situazioni che sono dannose per la maggior parte delle altre specie cellulari e che 

normalmente determinano l’attivazione di processi apoptotici. Infatti, come giá 

evidenziato, il processo di produzione di melanina è di per sé un processo che porta alla 

produzione di radicali liberi. Inoltre, i melanociti hanno sviluppato un’attenuata 
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risposta ai raggi UV. Infatti, è noto che esprimono alti livelli di Bax (Bcl-2-Associated 

X protein) (Nishimura et al., 2005) e GADD45 (Growth Arrest and DNA-Damage-

inducible protein 45), la cui espressione è antiapoptotica (Fayolle et al., 2008). Questo 

può in parte spiegare la forte resistenza del melanoma ai comuni agenti terapeutici. 

D’altra parte, p53 è espressa a discreti livelli in melanoma. Alcuni studi mostrano come 

melanoma primari o metastatici siano positivi per p53 e a volte presentino anche una 

overespressione, ma in tal caso, secondo alcuni autori, la prognosi del paziente sembra 

essere peggiore (Sparrow et al., 1995). Questo è tuttavia in contrasto con un recente 

studio (Terzian et al., 2010) in cui l’espressione elevata di p53 sarebbe invece correlata 

con una migliore prognosi per il paziente, in quanto rallenterebbe la progressione del 

tumore, promuovendo l’arresto del ciclo cellulare. Ancora, alcuni target diretti di p53, 

attraverso cui la proteina esercita la sua azione apoptotica per via mitocondriale, 

risultano alterati nell’espressione. Durante la progressione del melanoma il fattore 

APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1), un membro dell’apoptosoma, è 

spesso down-regolato (Soengas et al., 2001) così come PUMA (P53 Up-regulated 

Modulator of Apoptosis), anch’essa implicata nei meccanismi apoptotici coinvolgenti i 

mitocondri (Karst et al., 2005). 

 

1.3. RIPARO DEL DNA 

 

1.3.1. Meccanismi di riparo del DNA 

Il DNA della cellula è costantemente esposto a differenti insulti che possono 

generare mutazioni e quindi alterare il comportamento della cellula. Gli insulti possono 

essere esogeni come radiazioni o farmaci, o endogeni come specie reattive 

dell’ossigeno generate da diversi tipi di stress. La scelta dell’uno o dell’altro 

meccanismo di riparo, dipende in particolare dal tipo di danno (Figura 8). I principali 

sistemi di riparazione includono: 
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1. Riparazione diretta del danno ad esempio da parte della O6-

MetilGuaninaMetilTransferasi (MGMT) che rimuove specificamente gruppi metilici 

dalla posizione O
6
 della guanina. Per questo tipo di riparazione non è richiesto nessun 

filamento di DNA come stampo. 

 

2.  Meccanismi di riparo per escissione, che rimuovono il nucleotide danneggiato 

sostituendolo con un nucleotide intatto complementare a quello presente nel DNA non 

danneggiato. I meccanismi di riparo per escissione, che riguardano i danni al singolo 

filamento di DNA, comprendono: 

a. Base Excision Repair (BER) riparo per escissione di base: è un processo 

multifase di riparo del danno che coinvolge lesioni al DNA non ingombranti, 

causate per lo piú da specie reattive dell’ossigeno (ROS). Entrambe le vie 

iniziano con l’attivazione di una N-MetilPurina DNA-Glicosilasi (MPG) che 

riconosce la base alterata e rompe il legame N-glicosidico tra la base 

danneggiata e lo zucchero fosfato della struttura del DNA. Questo taglio genera 

un sito apurinico/apirimidinico (AP: sito apurinico) o un sito abasico nel DNA 

ed una AP-endonucleasi 1 (APE1) elimina la base azotata, lasciando il fosfato e 

il desossiribosio. Una liasi poi toglie fosfato e zucchero così che una DNA-

polimerasi leghi il nuovo nucleotide e la ligasi lo incorpori nel filamento. Il 

BER quindi può riparare la de-aminazione della Citosina in Uracile o la 

trasformazione della Guanina in 8-oxo-guanina, analogo dell'adenina. 

b. Nucleotide Excision Repair (NER) Riparazione per escissione di nucleotidi, 

riparante un danno che coinvolge filamenti lunghi da 2 a 30 nucleotidi. In 

particolare, NER ha lo scopo di riparare dimeri di pirimidina formatisi in 

seguito ad esposizione a raggi ultravioletti o agenti ossidanti. Questo processo 

puó essere suddiviso in due sottoprocessi noti come TCR (Transcription-

Coupled Repair) and GGR (Global Genome Repair) (Costa et al, 2003). Il 

primo ripara specificamente errori dovuti alla trascrizione del DNA, 

coinvolgenti la DNA polimerasi II, il secondo monitora l’intero genoma e la 

risposta è iniziata dal complesso proteico UV-DDB (UV Damage DNA-Binding 
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protein) che è formato da due subunitá, DDB1 o p127 (127 kDa) e DDB2 o p48 

(48 kDa).  

 

3.  Mismatch Reapair (MMR): corregge errori di replicazione e di ricombinazione 

genetica o loops di inserzioni/delezioni, che determinano la formazione di nucleotidi 

male appaiati in seguito alla replicazione del DNA oppure all’azione di agenti esogeni, 

come farmaci utilizzati nelle terapie anticancro quali ad esempio il cisplatino o altri 

agenti alchilanti. 

 

4.  Ricombinazione omologa: Ripara rotture presenti su entrambi i filamenti 

(Double Strand Breaks, DSBs) che possono essere dovute sia ad agenti esogeni che 

endogeni. Richiede la presenza di una sequenza identica (o quasi) che possa essere 

usata come stampo per la riparazione della rottura. Il meccanismo di riparazione per 

ricombinazione è usato in maniera predominante durante le fasi del ciclo cellulare in 

cui il DNA si sta replicando o ha completato la duplicazione. 

 

5.  Non-Homologous End-Joining (saldatura delle estremità non omologhe): è 

anch’esso coinvolto nela riparazione dei DSBs e riunisce le due estremità della rottura 

in assenza di una sequenza che possa fungere da stampo. Tuttavia può esserci una 

perdita di sequenza durante questo processo e quindi tale riparo può essere mutagenico. 
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Figura 7: Principali meccanismi di riparazione negli eucarioti 

 

 

1.3.2. Il meccanismo Mismatch Repair (MMR)  

Le mutazioni al DNA possono essere causate da errori che avvengono durante i 

normali processi di replicazione della cellula. Questi errori o l’azione di agenti esogeni, 

generalmente possono provocare uno scorretto appaiamento di basi che viene 

prontamente riparato dal sistema MMR. Il coinvolgimento del sistema MMR 

nell’escissione e nel riparo delle basi erroneamente appaiate è il meccanismo piú noto 

di riparazione ed è ormai abbastanza studiato nonché altamente conservato dai 

procarioti agli eucarioti (Modrich, 2006). I fattori coinvolti in MMR sono vari ma in 

particolare due dimeri ricoprono un ruolo fondamentale. Il dimero MutS è presente 

nelle forme MutS- e MutS-. MutS- formato dalle proteine MSH2 e MSH6, è 

responsabile del riconoscimento di piccole distorsioni (loops) nel DNA mentre MutS-, 

dato dall’associazione di MSH2 con MSH3, è coinvolto nel riconoscimento di loops 

piú estesi. Cronologicamente, sono questi due complessi ad iniziare l’azione di riparo 

(Figura 8a).  
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Dopo il riconoscimento del sito danneggiato da parte di MutS, il complesso 

MutL, presente nelle forme ,  e , in cui MLH1 si associa rispettivamente con PMS2, 

PMS1 e MLH3, viene reclutato per dare inizio all’escissione e alla sostituzione del 

frammento di DNA. L’intero processo si avvale dell’idrolisi di molecole di ATP e 

coinvolge, oltre alle proteine citate, una serie di altri enzimi, quali SSB (proteine 

stabilizzatrici dell’elica) esonucleasi (EXO), ligasi e polimerasi (Figura 8b). 

 

 

 

b 

 

a 

 

 

 

 

 

Figura 8: Meccanismo d’azione del sistema MMR (a) Associazione dei complessi MutS e 

MutL al DNA danneggiato (b) Schema rappresentativo della cronologiadel meccanismo di azione 

del sistema MMR 

 

 

Oltre che in questo processo, il sistema MMR, sembra essere implicato nel 

riconoscimento di basi alchilate a causa di agenti quali N-Methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (MNNG), cisplatino e altri agenti ossidanti. Il riconoscimento di 

questi addotti al DNA attiva segnali cellulari correlati all’arresto del ciclo cellulare e/o 

all’apoptosi (Jiricny, 2006) che verranno discussi in seguito. 
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 I processi di riparazione mediati dal sistema MMR falliscono quando uno o piú 

componenti dello stesso sono mutati o malfunzionanti. Si stima che cellule difettose in 

MMR accumulino mutazioni del genoma in quantitá 100-1000 volte superiore rispetto 

a cellule normali (Parsons et al., 1993; Bhattacharyya et al., 1994). L’accumulo di 

mutazioni favorisce un fenomeno noto come instabilitá del microsatellite (MSI). Il 

microsatellite consiste in una serie di sequenze dinucleotidiche o trinucleotidiche 

ripetute e si parla di MSI quando le unità ripetute sono perse o moltiplicate in tessuti 

neoplastici se confrontate con quelle di tessuti sani. Questo fenomeno è rilevato 

soprattutto in tumori in cui vengono riscontrate mutazioni a carico di MSH2, MLH1 e 

PMS2, ma non di MSH6 (Boland et al., 2008). Mutazioni germinali di queste proteine 

sono responsabili di almeno il 50% dei casi di HNPCC (Hereditary Non-Polyposis 

Colorectal Cancer) o sindrome di Linch, un disordine ereditario per cui chi ne è affetto 

ha un’elevata probabilitá di sviluppare cancro al colon in etá molto giovane, nonché 

altri tipi di tumore come all’endometrio, alle ovaie, allo stomaco, al cervello molto 

prima della normale etá media. 

 

1.3.3. Mismatch repair nel ciclo cellulare e in apoptosi 

Esistono diverse evidenze che il sistema MMR possa influenzare il controllo del 

ciclo cellulare e l’apoptosi. Osservazione interessante riguarda l’aumento di 

espressione della proteina MSH2 in linfociti e leucociti in proliferazione (Marra et al., 

1996) cosí come in cellule dell’endometrio (Hamid et al., 2002) e del tratto digestivo 

(Leach et al, 1996) in fase proliferativa. è stato ipotizzato che questo sia dovuto 

all’esigenza delle cellule di monitorare l’avvento di mutazioni dovute alla duplicazione.  

Le proteine del MMR funzionano, nel ciclo cellulare, anche come mediatori di 

segnali conseguenti al danno al DNA; in seguito all’esposizione a MNNG o agenti 

alchilanti, le cellule deficienti nelle proteine del MMR, mostrano scompensi nella fase 

G2/M del ciclo nonché ridotta attivazione dei segnali apoptotici mediati da p53/p73 

indotti dagli stessi farmaci (Duckett et al 1999; Gong et al., 1999). L’attivazione 

dell’arresto del ciclo cellulare sembra essere regolato dalla via metabolica attivata da 

ATR/Chk1 nella quale MutS e MutL agiscono a monte (Stojic et al, 2004; Beardsley et 
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al., 2005; Yoshioka et al., 2006; Wang et al., 2003). Alcuni studi ritengono perfino che 

l’attivazione di ATR e Chk1 sia diretta, in quanto è stato dimostrato che MSH2 e 

MSH6, ma non le proteine del complesso MutL (in particolare MLH1) legano queste 

proteine (Wang et al, 2003, Liu et al., 2010). Recenti studi dimostrano inoltre un ruolo 

nell’arresto del ciclo cellulare mediato dal sistema MMR anche dell’effettore ATM, 

notoriamente coinvolto, insieme ad ATR nel controllo del ciclo cellulare mediato in 

particolare dall’effettore Chk2 (Matsuoka et al., 1998, 2000 Ahn et al., 2000). 

Adamson et al. (2005), hanno documentato una riduzione dell’ arresto in fase G2/M, in 

cellule deficienti nel sistema MMR e in ATM. Hanno inoltre dimostrato come MSH2 

interagisca fisicamente anche con Chk2. Insieme, tutti questi risultati dimostrano un 

sicuro coinvolgimento del MMR nel controllo del ciclo cellulare mediato da ATM e 

ATR (Figura 9). 

Esistono due teorie che spiegano come MutS e MutL recluterebbero ATM e 

ATR. La prima afferma che la base errata presente su un filamento, provochi la 

duplicazione dell’errore sul filamento complementare. L’errore puó essere riparato solo 

sul primo filamento perció è necessario attivare un nuovo processo di MMR reclutando 

altre proteine per riparare il filamento complementare. Si genera cosí un ciclo futile che 

sarebbe in grado di attivare i sistemi ATM e ATR. La seconda teoria afferma invece 

che MutS e MutL, attivino tali vie metaboliche direttamente, quando legano il DNA 

danneggiato (Figura 9) (Li, 2008). 

Il sistema MMR sembra anche essere implicato in apoptosi. Zhang et al. (1999) 

hanno dimostrato che l’overespressione in vitro di MSH2 e MLH1 induce apoptosi in 

cellule tumorali. Inoltre è stato dimostrato che cellule MEF (Mouse Embryo Fibroblast) 

che non esprimono MSH2 o MSH6, sono resistenti all’apoptosi mediata da UVB 

(Peters et al., 2006; Young et al., 2003). Alcune evidenze mostrano che, nonostante il 

meccanismo di riparazione primario attivato in seguito ad esposizione di cellule e 

tessuti a UVR sia NER, in melanoma, il meccanismo MMR sia anch’esso attivato in 

seguito ad esposizione ad UVR con conseguente influenza nell’arresto del ciclo 

cellulare e apoptosi (Seifert et al., 2007). Un coinvolgimento del MMR in apoptosi nel 

cancro della pelle è confermato ulteriormente dal fatto che topi MSH2 knock-out 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9836640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11085506
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sviluppano piú facilmente tumori della pelle in seguito ad esposizione ai raggi UVB 

(Young et al., 2004). 

 

 

 

Cell Research (2008) 18:85-9 

 

Figura 9: Modello di coinvolgimento di MMR nell’attivazione di segnali 

cellulari in seguito a danno al DNA 

 

 

1.3.4. MMR e melanoma 

Diversi studi riportano una elevata espressione di MSH2 e talvolta di MLH1, sia 

a livello proteico che di mRNA in vari tipi di cancro, tra cui il melanoma (Srivastava et 

al. 2004, Leach et al. 2000, Hussein et al., 2001, Rass et al, 2001, Castrilli et al, 2002), 

e questo fenomeno sembra essere associato ad un incremento della proliferazione. 

Diversi studi hanno descritto casi di MSI in nei displastici e melanoma (Hussein et al., 

2001; Alvino et al., 2002; Shpitz et al., 2005). Inoltre, un difettoso sistema MMR 
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rappresenterebbe un fattore di rischio per lo sviluppo di melanoma in quanto l’analisi di 

cellule o tessuti cancerosi ha dimostrato talvolta la perdita di espressione dei geni 

codificanti per MSH2 e MLH1 (Korabiowska et al., 2000, 2004), oppure la presenza di 

mutazioni negli stessi geni (Hussein and Wood, 2003). Tuttavia, i casi di MSI in 

melanoma sembrano non essere frequentemente associati a mutazioni della proteina 

MSH2 sebbene la sua espressione sia livello proteico che di mRNA risulti piú elevata 

rispetto a quella di nei non neoplastici (Rass et al, 2001). Situazione analoga è stata 

riscontrata in pazienti affetti da melanoma primario delle mucose in un piú recente 

studio in cui si è osservata una piú alta immunoreattivitá di MSH2, MLH1, PMS2 

rispetto a tessuti sani ma bassa percentuale di MSI (Marani et al 2007). I casi di MSI 

sembrano piuttosto associati alla perdita di espressione di fattori appartenenti al sistema 

MMR (Alvino et al, 2002). Questo porta ad ipotizzare una interferenza nei pathways 

metabolici dei casi di melanoma in cui tali fattori siano altamente espressi. Marani et al. 

(2007), ipotizzano che fattori appartenenti al MMR siano coinvolti nella proliferazione 

cellulare in quanto le cellule di melanoma altamente positive sono per lo piú pleomorfe. 

Altri studi confermano l’elevata espressione di proteine appartenenti al MMR, in 

particolare in tessuti metastatici quando confrontati con tessuti di melanomi primari 

(Kauffmann et al., 2008). Non molte informazioni sono disponibili a proposito dei 

segnali mediati dai fattori appartenenti al sistema MMR in melanoma, che si 

aggiungono all’attivitá di riparo del DNA. è disponibile tuttavia uno studio molecolare, 

che associa l’attivitá di comuni farmaci utilizzati in melanoma quali temolozomide e 

futemustine, al sistema MMR che medierebbe l’apoptosi promossa da questi farmaci 

(Naumann et al. 2009). Inoltre, Pepponi et al, nel 2003, avevano mostrato che cellule 

deficienti in MMR, sono altamente resistenti all’azione del temolozomide, dato 

confemato anche da Runger et al (2000).  

 

1.3.5. Modifiche post-traduzionali a carico delle proteine del MMR 

Recentemente tre studi hanno posto l’attenzione su possibili vie di regolazione 

delle proteine del sistema MMR, in particolare sulle possibili fosforilazione e 

ubiquitinazione. Christmann et al (2002) hanno dimostrato che le proteine MSH2 e 
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MSH6 sono fosforilate in vitro e in vivo e come la loro fosforilazione possa influenzare 

l’attivitá di legame delle proteine alle basi erroneamente accoppiate. Hernandez-Pigeon 

et al. (2004, 2005) hanno invece dimostrato che le stesse proteine sono degradate 

mediante il sistema del proteosoma, e piú precisamente ubiquitinate. Inoltre, anche 

questi autori affermano che MSH2 e MSH6 siano fosforilate dalla protein chinasi Ce 

che tale fosforilazione prevenga la degradazione mediata dal proteosoma. 

 

 

1.4. LA FAMIGLIA DI P53 

 

La proteina p53 è un oncosoppressore coinvolto nella mediazione di processi 

che si attivano in risposta a situazioni di stress e agenti, chimici e/o fisici, che causano 

danno al DNA (Vousden and Lu, 2002). L’attivitá di p53 come oncosoppressore è 

possibile grazie alla sua capacitá di agire come un fattore di trascrizione per molti geni 

coinvolti nel mantenimento dell’integritá del genoma, nell’arresto del ciclo cellulare e/o 

in apoptosi, nonché senescenza cellulare (Vogelstein et al., 2004) e autofagia (White et 

al., 2009). Il coinvolgimento di p53 nello sviluppo del cancro è confermato dal fatto 

che animali difettosi in p53 o in cui il gene sia silente, mostrano una predispozione a 

sviluppare spontaneamente una serie di tumori (Donehower et al., 1992; Harvey et al., 

1995). Inoltre, mutazioni in p53 sono riscontrabili in almeno il 50% dei tumori umani 

cosí come, in pazienti affetti dalla rara sindrome di Li-Fraumeni che sviluppano in etá 

molto giovane diversi tipi di cancro, come sarcomi, cancro al seno e al cervello, la 

proteina p53 è difettosa alla nascita a causa di una o piú mutazioni germinali (Malkin, 

1993).  

Nel 1997 sono stati identificati due nuovi membri della famiglia di p53: p73 

(Kaghad et al., 1997) e p63 (Schmale and Bamberger, 1997).Questi due nuovi fattori di 

trascrizione mostrano un elevato grado d’omologia con la sequenza genica di p53, che 

si riflette in un elevato grado di identità tra le tre proteine (Levrero et al., 2000). Inoltre, 

i membri di questa famiglia condividono una comune struttura modulare che consiste di 

un dominio di transattivazione (transactivation domain, TAD) posto all’estremità N-

terminale, un dominio di legame al DNA (DNA binding domain, DBD) situato nella 
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porzione centrale ed un dominio di oligomerizzazione (oligomerization domain, OD) 

contenuto nella regione C-terminale (Figura 10a). A queste somiglianze strutturali 

segue una corrispondenza funzionale tra i diversi membri della famiglia; infatti p73 e 

p63 svolgono funzioni ed attività simili a quelle esercitate da p53 essendo anch’esse 

coinvolte nella regolazione dell’arresto del ciclo cellulare e nell’induzione dell’apoptosi 

(Figura 10b), ruolo che svolgono nelle loro diverse forme N e TA, generate da 

fenomeni di splicing alternativo a livello genico. I domini strutturali introdotti 

precedentemente mostrano un elevato grado di omologia tra i vari membri della 

famiglia. La regione maggiormente conservata è il DBD che mostra il 63% di omologia 

tra p73 e p53 ed il 60% di omologia tra p63 e p53. Questo spiega la capacità di p73 e di 

p63 di interagire con i medesimi siti canonici di legame di p53, e la conseguente 

transattivazione dei promotori ad essi associati. (De Laurenzi and Melino, 2000). p63 e 

p73 inoltre contengono all’estremità carbossi-terminale un ulteriore dominio di 

interazione proteina-proteina, costituito da un motivo SAM (Sterile Alpha Motif). 

Questo particolare dominio è implicato nell’interazione proteine-proteine e può 

mediare l’interazione con lipidi di membrana (Barrera et al., 2003). 

 

 

 

 

Figura 10: La famiglia di p53. (a) Struttura delle proteine della famiglia di p53. (b) 

Schema riassuntivo delle diverse funzioni esercitate dai membri della famiglia di p53 

 

 

I tre componenti della famiglia di p53, sono tutti in grado di legare le proteine 

della famiglia ASPP, proteine in grado di influenzare la loro attivitá (Samuels-Lev et al. 

2001). 
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1.4.1 P53 e MMR 

 

É stato suggerito un ruolo del MMR nell’apoptosi mediata dalla famiglia di p53. 

Il sistema MMR sembrerebbe stabilizzare p53 mediante fosforilazione (Roos et al., 

2006) in seguito a danno al DNA generato da agenti chimici o radiazioni ionizzanti. 

Altri studi suggeriscono un’apoptosi dipendente dal sistema MMR in cellule di cancro 

al colon umane in seguito a trattamento con MNNG o N-methyl-N′-nitrosourea, 

mediata a sua volta da p53 e MLH1 (Davis et al., 1998). Inoltre, l’apoptosi indotta dai 

farmaci fotemustine e temolozomide, è mediata da p53 e MMR in cellule di melanoma 

(Naumann et al., 2007). Altri studi suggeriscono che p73, sia attivato in seguito a 

trattamento con cisplatino, mediante il sistema MMR (Agami et al., 1999; Gong et al., 

1999; Yuan et al., 1999). D’altra parte, PMS2 (che lega MLH1 nel complesso MutLα) 

interagisce direttamente con p73α dopo esposizione a cisplatino. Ancora, Li et al. 

(2008) hanno dimostrato coinvolgimento della via MLH1/c-Abl/p73α in risposta a 

trattamento con MNNG, nel mediare arresto delle cellule in fase G2 o apoptosi. Questa 

risposta sarebbe indipendente da p53. 

 

 

1.5. LA FAMIGLIA DELLE PROTEINE ASPP 

 

Le proteine ASPP (Apoptotic-Stimulating Proteins of p53 or ankyrin-repeat-, 

SH3-domain- and proline-rich-region-containing protein) sono co-attivatori che 

influenzano il legame di p53 al DNA e la sua attivitá di trascrizione (Samuels-Lev et al. 

2001) e cosí facendo ne regolano le sue funzioni apoptotiche. La famiglia comprende 

tre membri, di cui due, ASPP1 e ASPP2 con attivitá pro-apoptotica e uno, iASPP con 

attivitá anti-apoptotica (Figura 11). Tutti i membri di tale famiglia interagiscono con 

tutte e tre le proteine della famiglia di p53 che comprende anche p63 e p73 

(Bergamaschi et al. 2003; Robinson et al. 2008; Samuels-Lev et al. 2001; Chikh et al, 

unpublished). 
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Figura 11: Struttura delle proteine della famiglia ASPP 

 

 

ASPP1 and ASPP2 favoriscono le funzioni apoptotiche della famiglia di p53 

stimolando selettivamente il loro legame con i promotori di geni target quali Bax e 

PIG3 senza influenzare il ciclo cellulare (CDKN1A, MDM2 and cyclin G1) (Samuels-

Lev et al. 2001) (Figura 12). Una disregolazione di ASPP1/2 è stata osservata in diversi 

tipi di cancro, tra cui il cancro al polmone e alla mammella (Samuels-Lev et al. 2001; 

Liu et al. 2005; Moris et al. 2004; Mori et al. 2000). Inoltre, bassi livelli di ASPP2 sono 

stati associati ad una prognosi sfavorevole e a metastasi in linfoma e nel cancro alla 

mammella. (Cobleigh et al. 2005; Lossos et al. 2002).  

 

1.5.1. Il componente inibitorio iASPP 

Al contrario di ASPP1 e ASPP2, iASPP è riconosciuto come il membro della 

famiglia ASPP con un ruolo inibitorio nei confronti di p53. La proteina iASPP, 

prodotto del gene PPP1R13L, è stata per la prima volta identificata come inibitore 

dell’attivitá di trascrizione genica della subunitá RelA del nuclear factor-kB (NF-kB), 
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fattore coinvolto nella risposta immunitaria e antinfiammatoria (Yang et al., 1999) e 

pertanto noto anche con il nome di RAI (RelA Associated Inhibitor). Legando RelA, 

iASSP bloccherebbe l’espressione genica di NF-kB, impedendone il legame con i 

relativi promotori sul DNA (Takada et al., 2002), ed inibendo i seganli proliferativi da 

esso mediati.  

Dei tre componenti della famigla ASPP, iASPP è il membro piú conservato 

durante l’evoluzione genetica essendo l’unico identificato in Caenorhabditis elegans 

(Bergamaschi et al, 2003). Ad oggi, la funzione piú nota di iASPP è quella di fattore 

anti-apoptotico, funzione che esercita principalmente come inibitore dei membri della 

famiglia di p53 ad esempio inibendo la trascrizione di fattori come Bax, PIG3, PUMA 

ma non di altri fattori come MDM2 e p21 (Bergamaschi et al. 2003). è noto che iASPP 

lega piú fortemente la variante polimorfica p5372Pro e ció sarebbe responsabile della 

maggiore attivitá apoptotica della variante p5372Arg (Bergamaschi et al, 2006). Il 

legame con tali proteine avviene a livello del DBD ma soprattutto della cassetta ricca in 

proline, mediante la sua porzione C-terminale, contenente un sito ricco in anchirine, un 

dominio SH3 e un dominio ricco di proline. (Gorina, and Pavletich, 1996; Robinson et 

al., 2008).  

Il legame di iASPP con p53 nonché RelA, suggerirebbe un suo possibile ruolo 

nell’equilibrio fra segnali apoptotici e proliferativi nelle cellule, tuttora da chiarire 

(Figura 12). 
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Figura 12: Coinvolgimento delle proteine ASPP nei segnali apoptotici 

 

 

1.5.2. iASPP in cancro e stati patologici 

Vari studi hanno dimostrato un incremento dell’espressione di iASPP in diversi 

tipi di tumori quali carcinoma epatocellulare (Lu et al., 2010), leucemia acuta (Zhang et 

al, 2005), adenomi e carcinomi del colon-retto (Saebo et al., 2006) tumore della 

mammella (Liu et al., 2008), carcinoma dell’endometrio (Liu et al., 2010) e che l’uso di 

siRNA per ridurne l’espressione, favorisce il potenziale apoptotico di cellule tumorali 

mediata da agenti farmacologici (Liu et al, 2009; Zhang et al, 2005) che puó essere p53 

dipendente o indipendente. L’overespressione di iASPP in MEFs (Mouse Embrionic 

Fibroblasts) favorisce altresí la formazione di tumori e causa la degradazione piú 

veloce di p53 mediata dal proteosoma, sfavorendo l’apoptosi da essa mediata (Laska et 

al., 2009). In alcuni casi, l’overespressione di iASPP è concomitante alla 

downregulazione di ASPP e questo ha fatto pensare a tale proteina come un bersaglio 

di nuove terapie anti-cancro (Bell and Ryan 2008, Liu et al., 2010). 
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É anche nota in letteratura una mutazione spontanea nel gene PPP1R13L in 

modelli animali, che consiste nella ritenzione nell’mRNA trascritto di una regione di 92 

bp e che provoca il prematuro stop nella traduzione della proteina corrispondente. Tale 

mutazione è responsabile di un particolare fenotipo nei topi, che consiste in pelo crespo 

e cardiomiopatia (Herron et al., 2005). L’espressione di iASPP in tali animali, risulta 

ridotta in particolare nelle cellule della pelle e del cuore. L’identificazione di tale 

mutazione apre la strada alla possibile scoperta di un ruolo di iASPP nella fisiologia dei 

tessuti epiteliali. 

Recentemente una certa attenzione è stata data a vari polimorfismi del gene 

PPP1R13L. Tale gene è localizzato sul cromosoma 19q13.2-3, nel quale sono 

localizzati anche geni coinvolti nel meccanismo di riparazione del DNA noto come 

NER (Nucleotide Excision Repair), i cui polimorfismi sono stati associati spesso con il 

rischio di tumorigenesi. Un paio di polimorfismi del gene PPP1R13L sono risultati 

anch’essi associabili al rischio di sviluppare tumori tra cui il polimorfismo A4364G 

(rs1970764) localizzato sull’introne 1, risultato di interesse nel cancro ai polmoni 

(Vogel et al., 2007), alla mammella (Nexo et al., 2003) e nel cancro della pelle (Vogel 

et al., 2005). 

 

 

1.6. SCOPO DEL LAVORO 

 

iASPP è una proteina di sicuro interesse farmacologico in cancro (Sullivan et al, 

2007), a causa del ruolo che ricopre come inibitore delle proteine della famiglia di p53, 

ad oggi la famiglia di proteine piú conosciute come oncosoppressori. è certo che iASPP 

possa influenzare in qualche modo l’attivitá cellulare apoptotica o proliferativa, in 

quanto anche inibitore del fattore di trascrizione NFkB (Yang et al., 1999), responsabile 

di attivare segnali proliferativi. è  inoltre documentato che iASPP sia alterato in diversi 

tipi di tumori (Lu et al., 2010; Zhang et al, 2005; Saebo et al., 2006; Liu et al., 2008; 

Liu et al., 2010). Recentemente è stato anche identificato come fattore essenziale nel 

mantenimento dell’integritá della pelle, interagendo in un feedback-loop con la proteina 

p63, giá nota per la sua importanza nel mantenimento della stratificazione epiteliale 
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(Chikh at al, non pubblicato) e regolandone processi metabolici quali l’autofagia e di 

sopravvivenza. Quest’ultimo lavoro apre nuove prospettive di studio riguardo al ruolo 

che iASPP potrebbe ricoprire anche nella eziologia delle varie forme di cancro alla 

pelle. 

Sulla base di queste osservazioni e poiché l’espressione e l’attivitá di iASPP nel 

piú aggressivo dei tumori della pelle, ossia il melanoma, non sono mai state valutate, 

questo lavoro si pone l’obiettivo di studiare un possibile coinvolgimento e/o possibili 

alterazioni nell’espressione di tale fattore oncogeno in questo genere di tumore. Inoltre, 

scopo di questo lavoro, è anche quello di identificare se le alterazioni nell’espressione 

di tale fattore in melanoma, siano collegate e/o riconducibili anche a modificazioni di 

altre vie metaboliche, notoriamente coinvolte in cancro. In particolare, si è pensato che 

il sistema MMR potesse essere un buon candidato di studio, in quanto, come giá citato, 

sono note in letteratura alterazioni dell’espressione dei suoi fattori e coinvolgimento nel 

controllo dell’apoptosi e del ciclo cellulare in melanoma e in altri tipi di cancro. Inoltre, 

il sistema MMR, sembra controllare e a sua volta essere controllato dalle proteine della 

famiglia p53, notoriamente modulate nella loro attivitá apoptotica da iASPP. I dati 

riportati in questo studio, in realtá, mostrano una via in parte indipendente da p53 

nell’interazione fra iASPP e il MMR ma in tal modo aprono nuove prospettive di studio 

nell’identificazione di una relazione fra l’oncogenicitá di iASPP e l’attivitá di riparo del 

DNA, come meccanismo di controllo della proliferazione cellulare maligna. 
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2.METODI 

 

 

2.1. COLTURE CELLULARI 

 

2.1.1. Isolamento dei melanociti dalla pelle umana 

Come fonti di pelle umana, sono state utilizzate operazioni di chirurgia plastica o 

circoncisioni di routine dalle quali si ottengono campioni di diverse parti del corpo 

(Royal London Hospital). Il campione di pelle, non appena disponibile è stato posto in 

ghiaccio e il prima possibile conservato in terreno di coltura cellulare addizionato di 

siero e una soluzione di antibiotici e antimicotici (Dulbecco Modified Essential 

Medium, DMEM + Antibiotic-antimicotyc mix (Gibco) + 10% Foetal Bovine Serum, 

FBS) a 4°C overnight, questo per minimizzare il rischio di contaminazioni da parte di 

microrganismi.  

Poichéi melanociti risiedono nell’epidermide, questa è stata inizialmente separata 

dal vicino derma con lo scopo di evitare contaminazione da parte di tipi cellulari 

indesiderati, quali ad esempio i fibroblasti. Per fare questo, i campioni di pelle sono 

stati prima, in condizioni di sterilità, lavati abbondantemente con EDTA, per facilitare 

in uno step successivo, l’azione della tripsina, e poi liberati dall’eccesso di grasso e 

sangue risiedenti al di sotto del derma mediante l’uso di un bisturi e successivamente 

tagliati in porzioni molto piccole (circa 5 mm
2
 l’uno). I frammenti sono stati quindi 

incubati in un tubo sterile da 15 ml in tripsina allo 0.25% a 37°C. Dopo due ore 

l’epidermide è stata allontanata dal derma usando due aghi e degradata per agitazione 

del tubo contenente la tripsina. Il tutto è stato poi filtrato per separare le cellule libere 
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dal resto del campione e sono state centrifugate a 800 g per 5 minuti prima di essere 

recuperate e messe in coltura. 

 

2.1.2. Condizioni di coltura per i melanociti primari 

I melanociti primari sono stati coltivati in DMEM:F12 3:1 contenente 15% di 

FBS, 16 nM TPA (tetradecanoilforbolacetato, estere del forbolo, SIGMA), 0.1 nM 

tossina colerica (SIGMA), 10 nM endotelina-1, 2 ng/ml hSCF (human Stem Cell 

Factor), 50 μg/ml gentamicina (PAA). Al terzo giorno di coltura dopo l’isolamento, 

l’antibiotico geneticina (G418) è stato aggiunto in concentrazione 150 μM. Dopo dieci 

giorni la geneticina è stata rimossa e il terreno di coltura rinnovato due o tre volte a 

settimana. Le cellule sono state mantenute in coltura ad una temperatura di 37°C e in 

atmosfera condizionata al 10% di CO2. 

 

2.1.3. Cellule di melanoma 

Le linee cellulari di melanoma utilizzate in questo lavoro di tesi, sono tutte 

immortalizzate ed elencate in Tabella 1.  

 

2.1.4. Condizioni di coltura per le cellule di melanoma 

Le cellule sono state mantenute in coltura ad una temperatura di 37°C e in 

atmosfera condizionata al 10% di CO2 e cresciute in terreno RPMI contenente 10% di 

FBS e 1% di glutammina, eccetto le linee cellulari Mel224, coltivata, oltre che con i 

nutrienti precedentemente elencati, anche in 0,05 % di amminoacidi non essenziali e 

UISO-Mel6, coltivata in MEM addizionato di 15% di FBS, 1% di glutammina e 0,1 % 

di amminoacidi non essenziali. 
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Tabella 1: Lista delle linee cellulari di melanoma utilizzate in questo lavoro e loro provenienza 

Nome Stadio di progressione Provenienza 

      

5810P  melanoma primario M.Rodolfo (Ist. Tumori Milano) 

1402P  melanoma primario M.Rodolfo (Ist. Tumori Milano) 

10538P  melanoma primario M.Rodolfo (Ist. Tumori Milano) 

WM1552C RGP L.Lanfrancone (Ifom, Milano) 

SBCL2   RGP BC. Giovanella (Houston, TX, USA)  

WM 793 RGP/VGP Wistar Istitute (Philadelphia, PA, USA) 

WM 278 VGP Wistar Istitute (Philadelphia, PA, USA) 

VMM39 VGP Kam C.Yeung (Toledo, OH, USA) 

Mel-224 VGP Kam C.Yeung (Toledo, OH, USA) 

3988M metastatico M.Rodolfo (Ist. Tumori Milano) 

Mel-501 metastatico Kam C.Yeung (Toledo, OH, USA) 

DX3LT5.1 metastatico John Marshall  (Londra, UK) 

WM 1158 metastatico Wistar Istitute (Philadelphia, PA, USA) 

A375M metastatico John Marshall (Londra, UK) 

C8161 metastatico Mary J.C. Hendrix (Chicago, IL, USA) 

Sk-mel-24 metastatico Kam C.Yeung (Toledo, OH, USA) 

Uiso-Mel6 metastatico T.K. DasGupta (Chicago, IL, USA) 

 

 

2.1.5. Altre linee cellulari 

Le cellule Phoenix (HEK293T, cellule umane embrioniche renali trasformate con 

l’adenovirus E1a, che contengono una antigene T sensibile alla temperatura) sono state 

mantenute in coltura in DMEM contenente 10% di FBS e 1% di glutammina ad una 

temperatura di 37°C e in atmosfera condizionata al 10% di CO2. 

 

2.1.6. Congelamento e scongelamento delle cellule 

Tutte le cellule usate in questo lavoro di tesi sono state congelate in criotubi con 

una soluzione contenente il 90% di FBS e il 10% di DMSO (dimetil-solfossido) 

inizialmente a -80°C e successivamente trasferite in azoto liquido. La rimessa in coltura 
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delle cellule è stata fatta avvenire per lento scongelamento del criotubo a temperatura 

ambiente e successivo piastramento in fiasche T25 con terreno di coltura abbondante. Il 

terreno di coltura è normalmente sostituito con terreno fresco il giorno dopo, per 

rimuovere ogni traccia di DMSO. 

 

2.1.7. Raccolta delle cellule 

La raccolta delle cellule per successiva estrazione proteica o degli acidi nucleici, è 

stata effettuata staccando le cellule dalle fiasche o le piastre petri, mediante l’uso di 

0.05% tripsina e incubazione di 5 minuti a 37°C. Le cellule sono state di seguito 

risospese in terreno di coltura completo per inattivare la tripsina, trasferite in un tubo da 

15 ml e centrifugate a 800 g per 5 minuti. Il pellet contentente le cellule è stato 

recuperato e sottoposto a lisi cellulare. 

 

2.1.8. Conta cellulare 

 

La conta cellulare è stata effettutata mediante la camera di Burker utilizzando il metodo 

di esclusione del Tripan Blue. 

 

2.2. TECNICHE DI MANIPOLAZIONE DEGLI ACIDI 

NUCLEICI 

 

2.2.1. Trasfezioni transienti 

Le cellule sono state seminate il giorno prima della trasfezione in piastre del 

diametro di 100 mm, in 8 ml di terreno di coltura in modo da ottenere una densitá, il 

giorno successivo, del 50-60%. Per ottenenere tale concentrazione, le cellule UISO-

Mel6 sono state seminate in numero di 600˙000, Mel224 e SkMel-24 in numero di 

1˙000˙000. Tutte le trasfezioni sono state effettuate mediante FuGENE 6 (Roche) 

secondo il protocollo fornito dalla ditta, utilizzando il mezzo privo di siero contenente 
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FuGENE6 in rapporto 1:3 con il plasmide di interesse. Dopo una incubazione di circa 

18 h, le cellule sono state raccolte. Il plasmide utilizzato è PCDNA 3.1 (Figura 13) 

esprimente il gene iASPP contentente una tag V5 all’N-terminale (Xin Lu, Oxford). 

 

 

 

Figura 13: Mappa del vettore PCDNA 3.1 

 

 

2.2.2. Clonaggio del vettore pSUPERIOR.retro.puro 

10 g del vettoe pSUPERIOR.retro.puro (Oligoengine, Figura 14) sono stati 

prima linearizzati tamite digestione con gli enzimi BgIII e HindIII overnight in un 

bagnetto a 37°C. L’avvenuta linearizzazione è stata verificata caricando 2 l del 

prodotto di reazione in un gel di agarosio all’1% addizionato di etidio bromuro. Il 

vettore linearizzato è poi stato sottoposto a defosforilazione per prevenirne la 

ricircolarizzazione, usando 0.1 unitá di enzima fosfatasi alcalina (calf intestinal alkaline 

phosphatase, Promega) per un’ora a 37°C. Il prodotto è stato nuovamente caricato e 

corso su un gel di agarosio all’1% addizionato di etidio bromuro e la banda 

corrispondente, visualizzata tramite lampada a UV è stata identificata, estratta con 
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bisturi e il DNA recuperato mediante Strataprep Gel Extraction Kit (Stratagene) 

secondo le istruzioni della ditta. 

 

 

 

Figura 14: Mappa del vettore pSuperior (Oligoengine) 

 

 

2.2.3. Inserzione di short hairpin RNAs per il silenziamento di iASPP 

Le sequenze oligonuclueotidiche forward e reverse contententi la sequenza in 

grado di silenziare il gene di iASPP sono state appaiate secondo McIntyre e Fanning 

(2006). 10 μl di ogni frammento sono stati incubati a 95°C per 10 minuti e lasciati 

raffreddare a temperatura ambiente. La fosforilazione è stata effettuata tramite la E 

kinase (New England Biolabs) secondo le istruzioni della ditta. L’inserzione del 

frammento di interesse è stata effettuata in presenza della DNA ligasi T4 (Promega) in 
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un volume finale di 10 μl a 16°C overnight. L’inserto e il vettore sono stati miscelati in 

rapporto 3:1. Le sequenze nucleotidiche utilizzate sono tre: 5’-

AGTAAAGTCTAGCAGGATA-3’; 5’-TCGAGAAGTGCGACCCTTA-3’; 5’-

GCAGACGTCGAGCAGAGTA-3’. Le sequenze scramble sono state gentilmente 

fornite dalla prof.ssa Edel ÓToole (ICMS, London). 

 

2.2.4. Produzione del virus e amplificazione del plasmide 

La produzione del virus è stata fatta avvenire in cellule Phoenix, seminate in 

piastre petri da 60 mm a confluenza di circa il 50%. Il giorno dopo, i plasmidi 

contententi le rispettive sequenze per l’shRNA contro il gene di iASPP ed una sequenza 

scramble utilizzata come controllo sono stati trasfettati utilizzando Fugene6 

(DNA:Fugene6 1:2.5) come precedentemente descritto. La selezione delle cellule 

infette è stata poi effettuata con puromicina (0.9-1.25 μg/ml) dopo 48 ore dalla 

trasfezione. Le cellule Phoenix sono cellule deputate all’integrazione del DNA 

d’interesse nel genoma virale, esprimendo tutte le proteine necessarie alla sua 

produzione. Una volta che il virus è prodotto, viene rilasciato nel mezzo di coltura e 

questo puó essere recuperato, congelato a -80°C, e successivamente utilizzato per 

l’infezione delle cellule di melanoma. 

 

2.2.5. Infezione retrovirale  

Le cellule di melanoma WM1158 sono state seminate il giorno prima ad una 

confluenza di circa il 40-50% in multiwell da 6 pozzetti. Dopo 16 ore il terreno di 

coltura è stato aspirato e rimpiazzato da terreno fresco contentente 5 μg/ml di polibrene 

(Millipore) e le cellule lasciate a temperatura ambiente per 10 minuti. Nel frattempo la 

sospensione contentente il virus è stata scongelata e 2 ml trasferiti in un tubo da 5 ml 

contenente 5 μg/ml di polibrene. Il terreno di coltura delle cellule è stato quindi 

sostituito con quello contenente il virus e la multiwell centrifugata per un’ora a 350 g a 

32°C. Il supernatante éstato successivamente aspirato, le piastre lavate con PBS e 
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successivamente incubate in normale terreno di coltura a 37°C per 48 ore. La selezione 

delle cellule infette è stata poi effettuata con puromicina (0.9-1.25 μg/ml).  

 

2.2.6. Isolamento dell’RNA cellulare e produzione di cDNA 

L’estrazione dell’RNA totale dalle cellule di melanoma, è stata effettuata 

mediante opportuno kit (Qiagen RNA Mini Kit) seguendo il protocollo consigliato 

dalla ditta. L’mRNA è stato trasformato in cDNA mediante la tecnica della Reverse 

Trancriptase PCR basata sull’utilizzo di primer poli-dT (Invitrogen, OligodT12-18) che si 

appaiano complementarmente alla coda di poli-A presente sull’mRNA maturo. La 

trascrittasi inversa utilizzata è la Superscrip II Reverse Transcriptase (Invitrogen) e la 

quantitá dell’RNA di partenza usato è 500 ng-1μg.  

 

2.2.7. PCR quantitativa (qPCR) 

Le qPCR sono state effettuate in multiwell da 96 pozzetti usando la Master Mix 

Brilliant II SYBR Green QPCR (Agilent  Tecnologies) in un volume finale di 25 μl 

comprendente 100 ng di cDNA per ogni campione. I dati sono stati raccolti, usando un 

AB7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystem) impostando una reazione a 

tre cicli, secondo quanto consigliato dalla ditta Agilent Tecnologies. Le reazioni sono 

state fatte avvenire in triplicato e l’analisi effettuata mediante il metodo della 

quantificazione relativa (riferimento), usando come gene housekeeping, il gene GUS. 

La variazione dell’espressione genica è stata calcolata utilizzando la formula 2
-CT

 

usando come calibratore la media dei ∆CT di tre linee cellulari di melanociti primari. I 

primers utilizzati per la procedura sono elencati in Tabella 2. 
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Tabella 2: Sequenze di primers utilizzate nella qPCR 

Gene Primers Forward Primers Reverse 

MSH2 5’-TTCATGGCTGAAATGTTGGA-3’ 5’-ATGCTAACCCAAATCCATCG-3’ 

MLH1 5’-TGCAGGCATTAGTTTCTCAG-3’ 5’-TTGATGAAGAGTAAGAAGATGC-3’ 

iASPP 5’-TCCTTTGAGGCTTCACCCTG-3’ 5’- CGTGGATTTCCTCATCATCACCG-3’ 

GUS 
5’-AAACGATTGCAGGGTTTCAC-3’ 5’-CTCTCGTCGGTGACTGTTCA-3’ 

 

 

2.3. TECNICHE DI TRASFORMAZIONE BATTERICA 

 

2.3.1. Trasformazione di batteri competenti 

Le cellule di Escherichia coli (E.coli) chimicamente competenti (Invitrogen, One 

Shot Top Ten) sono state scongelate lentamente a 4°C per 20 minuti. La sospensione 

cellulare è stata poi addizionata di 20 ng di DNA plasmidico e lasciata per ulteriori 20 

minuti a 4°C, dopodiché sottoposta a shock termico per favorire la trasformazione, a 

42°C per 30 secondi, seguito da un ulteriore minuto a 4°C. 500 μl della sospensione 

sono stati risospesi in 5 ml di mezzo di coltura Luria Bertani (LB) e incubati a 37°C per 

un’ora in assenza di antibiotici di selezione. 200 μl sono stati poi piastrati su agar 

contentente Ampicillina (Sigma) 150 μg/ml per la selezione dei batteri che hanno 

inglobato il plasmide d’interesse, e lasciati a crescere overnight a 37°C. 

 

2.3.2. Amplificazione dei plasmidi 

Le piastre batteriche utilizzate per la selezione sono state conservate per due 

settimane a 4°C o utilizzate immediatamente per l’amplificazione del plasmide. è stata 

selezionata una singola colonia batterica e isolata dalla piastra mediante un sottile fil di 

ferro e successivamente incubata in 400 ml di terreno LB in una beuta, sotto agitazione 
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continua, overnight a 37°C, per favorire la crescita batterica, in presenza 

dell’antibiotico selezionante Ampicillina in concentrazione 150 μg/ml.  

 

2.3.3. Purificazione del DNA plasmidico da E.coli 

Il giorno dopo, l’avvenuta crescita batterica è stata verificata osservando la 

torbiditá della sospensione e il contenuto della beuta è stato trasferito in un tubo da 

centrifuga da 500 ml e centrifugato a 4000 rpm per 10 minuti in una centrifuga 

preparativa usando il rotore Beckman JA-10. Il supernatante è stato scartato e il pellet 

contenente le cellule batteriche è stato sottoposto a procedura di isolamento del DNA 

plasmidico utilizzando un Plasmid Maxi Kit (Qiagen). La soluzione di DNA è stata 

risospesa in acqua e la concentrazione e la purezza verificate usando lo 

spettrofotometro Nanodrop ND-1000. Le soluzioni risultate pure (OD260/280 ≥ 1.9) sono 

state conservate a -20°C fino al momento dell’uso. 

 

2.4. TECNICHE PROTEICHE 

 

2.4.1. Lisi cellulare e concentrazione proteica 

Dopo la raccolta, le cellule sono state lisate mediante un tampone contenente 50 mM 

Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl,
 
10% glicerolo, 1% Triton X-100, 1 mM MgCl2, 1 mM 

EDTA per essere sottoposte a Western Blot oppure medainte un altro tampone 

contentente 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1mM EDTA, 

utilizzato specificamente per le immunoprecipitazioni. Entrambi i tamponi sono stati 

addizionati con inibitori delle proteasi contenuti nel Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 

secondo le indicazioni della ditta. Quando richiesto, il tampone è stato inoltre 

addizionato con inibitori delle fosfatasi NaF 100 mM, 0.2 mM NaVO4, -glicerofosfato 

10 mM. La quantificazione del contenuto proteico è stata effettuata utilizzando il 

metodo di Bradford (Bradford, 1986) mediante il BioRad Protein Assay Reagent. La 

lettura a 595 nm dell’assorbanza della soluzione proteica è stata effettuata usando un 
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micro-plate reader HT-Multi-Mode (Bio-Tek) usando come riferimento una retta di 

calibratura costruita con Albumina di Siero di Bue (BSA) a concentrazioni note.  

 

2.4.2. Elettroforesi e Western Blot 

Per la corsa elettroforetica 20-50 μg di proteine sono stati risospesi in Lemmli 

Buffer (REF) e caricati su un gel di elettroforesi al 10% secondo la tecnica dell’SDS-

PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Electrophoresis) per la separazione 

delle proteine. Dopo corsa elettroforetica, il trasferimento delle proteine dal gel alla 

nitrocellulosa è stato ottento tramite elettro-trasferimento, in un tampone a basso 

contenuto salino (Tris/HCl 50 mM, glicina 80 mM, SDS 0.1 %, metanolo 20 %) a 55V 

per due ore a temperatura ambiente, in opportuna tanica di trasferimento. Le membrane 

sono state poi sottoposte a bloccaggio dei siti aspecifici con 5% di latte a basso 

contenuto di acidi grassi, in TBST (Tris/HCl 20 mM pH 7.6, NaCl 100 mM, Tween 20 

0.1%) e in seguito incubate con un anticorpo primario, per 2 ore a temperatura 

ambiente oppure over-night a 4°C. In seguito è stata effettuata l’incubazione con 

anticorpo secondario (Dako) per un’ora, coniugato a perossidasi di rafano (diluizione 

1:5000). Le membrane sono state poi lavate con TBST per 20 minuti e la 

visualizzazione delle bande proteiche è stata effettuata esponendole ad una soluzione di 

ECL plus Western blotting Detection Reagent (GE Healthcare) secondo il protocollo 

fornito dalla ditta. Le membrane sono state poi messe a contatto con una lastra 

radiografica in una cassetta opportuna per il tempo desiderato. Gli anticorpi primari 

utilizzati sono: anti-MSH2 mouse (Ab-1) GB12 (Calbiochem), anti-MLH1 rabbit (N-

20, Santa Cruz), anti-iASPP mouse (Sigma), anti-V5 mouse (Invitrogen), anti-V5 

rabbit (Sigma), anti-GAPDH (Abcam), anti-fosfotirosina (Promega), anti-ubiquitina 

PD41 (Cell-signalling). 
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2.4.3. Immunoprecipitazione (IP) 

Per ogni campione su cui effettuare l’IP o campione controllo IgG, sono stati 

utilizzati 30 μg di resina Protein G-Sepharose (Amersham) diluita ed equilibrata 1:1 in 

PBS. La resina è stata poi lavata con un tampone di lisi, utilizzato anche per 

l’estrazione delle proteine cellulari. 1 mg di proteine in tampone di lisi, vengono 

sottoposte ad una processo di purificazione delle aspecificitá ovvero incubate a 4°C con 

30 l di resina per un’ora, sotto rotazione continua. Dopodiché la sospensione è 

sottoposta a centrifugazione a 10000 g per 2 minuti e il supernatante re-incubato con un 

nuovo campione di resina. Ad esso è stato aggiunto l’anticorpo primario e in un 

ulteriore campione utilizzato come controllo solamente le IgG, dello stesso isotipo 

dell’anticorpo primario usato per a precipitazione.(1.5μg circa). Il tutto è incubato 

overnight a 4°C sotto rotazione continua. Il giorno dopo, la sospensione è stata 

centrifugata e la resina legante il complesso anticorpo-proteina recuperata. La resina 

éstata lavata due volte in tampone di lisi e due volte in un tampone contenente 50 mM 

Tris, pH 8.0 e glicerolo al 10% contentente gli inibitori delle proteasi e delle fosfatasi 

indicati sopra. Al termine dei lavaggi, la resina è stata risospesa in Lemmli Buffer 2X, 

incubata 5 minuti a 95°C e centrifugata. Il supernatante è stato recuperato e caricato su 

un gel di elettroforesi SDS-PAGE e sottoposto a Western blot. 

  

 

2.5. TECNICHE DI IMMUNOFLUORESCENZA 

 

2.5.1. Immunocitochimica a fluorescenza 

Le cellule in numero di 70˙000 sono state seminate in multiwell da 12 pozzetti, 

ognuno contenente un vetrino. Il giorno dopo, il vetrino è stato recuperato oppure, le 

cellule sono state precedentemente sottoposte a trasfezioni transienti, come descritto 

sopra e il vetrino recuperato dopo 16 ore. Il vetrino è stato poi trasferito in una nuova 

multiwell da 12 pozzetti e le cellule fissate sullo stesso tramite incubazione in 

formaldeide al 4% a temperatura ambiente per 15 min. Di seguito è stata effettuata la 
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permeabilizzazione in Triton X-100 al 3% in PBS per 2 minuti, per consentire il 

successivo ingresso delgli anticorpi. La prima incubazione è satta effettuata con 

l’anticorpo primario opportuno overnight a 4°C in Goat Serum (GS) al 5%. Quando 

richiesto, il nucleo cellulare è stato evidenziato mediante l’utilizzo di DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole, Invitrogen) in concentrazione 1:10000 in PBS per dieci 

minuti. Gli anticorpi secondari sono stati incubati di seguito per 40 minuti a 

temperatura ambiente, al buio, diluiti 1:500 in GS al 5%. Tra un’incubazione e l’altra 

vengono effettuati due lavaggi da cinque minuti ciascuno in PBS. Dopo l’anticorpo 

secondario, i vetrini sono messi a contatto con una soluzione di mantenimento della 

fluorescenza (Vectashied Mounting Medium, Vector Laboratories) e visualizzati al 

microscopio confocale il giorno dopo.  

La purezza delle colture di melanociti primari è determinata tramite l’anticorpo 

Mel-5 (Dako). Gli altri anticorpi usati per immunofluorescenza sono: anti-MSH2 rabbit 

(Abcam), anti-MLH1 rabbit N-20 (Santa Cruz), anti-iASPP mouse (Sigma), anti-V5 

mouse (Invitrogen), anti-V5 rabbit (Sigma). Gli anticorpi secondari usati sono Alexa 

fluor 594 goat anti-mouse/rabbit e 488 goat anti-mouse/rabbit (Invitrogen). 

 

2.5.2. Saggio dell’annessina V per la misura dell’apoptosi (Citofluorimetria a 

flusso) 

Evento precoce nel fenomeno apoptotico è rappresentato dalla traslocazione dei 

residui di fosfatidilserina dal versante citosolico della membrana cellulare a quello 

esterno. L’annessina V è una proteina in grado di legare molto specificamente tali 

residui fosfolipidici e la coniugazione con agenti fluorescenti di tale proteina ne 

permette l’utilizzo in tecniche di immunofluorescenza. 

Le cellule sono state trattate con l’agente chemioterapeutico cisplatino in 

concentrazione 10 M e raccolte dopo 24 ore. Le stesse sono state risospese poi in 400 

μl di 1 X Binding Buffer (BD Pharmingen) e addizionate di 5 μl of Annessina V-FITC 

(BD Pharmingen). Dopo una incubazione di 15 minuti al buio per salvaguardare la 

fluorescenza, le cellule sono state addizionate del colorante DAPI (200 ng/ml) per la 
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selezione delle cellule vitali e poi analizzate al citofluorimetro a flusso (LSR II, 

Beckton Dickinson).  

 

2.6. ALTRI METODI 

 

2.6.1. Saggio della DL-DOPA 

 

L’efficiente attività enzimatica dei melanociti nel produrre la melanina è 

determinata mediante il metodo DOPA-staining. Un eccesso di LD-DOPA nel terreno 

di coltura, stimola la produzione di melanina e i melanociti, se positivi, risultano scuri 

alla visualizzazione al microscopio ottico. Per effettuare il saggio, è necessario fissare 

inizialmente i melanociti sulla piastra di coltura cellulare o su un vetrino. Questo si 

ottiene incubando le cellule in formaldeide al 4% a temperatura ambiente per 15 min. 

La permeabilizzazione delle cellule per consentire l’ingresso della LD-DOPA è 

effettuata in Triton X-100 1%. A questo punto le cellule vengono incubate per quattro 

ore a 37°C, 10% CO2, in terreno di coltura e in seguito visualizzate al microscopio 

ottico. 

 

2.6.1. Riparo del DNA: misura dell’attivitá di MutS 

Gli estratti nucleari sono stati ottenuti mediante l’utilizzo di un Nuclear 

Extraction kit (Active Motif) e analizzati usando il GTBP Dna Repair Kit in accordo 

con le istruzioni della ditta. In breve, il kit si basa sul metodo ELISA e contiene una 

multiwell da 96 pozzetti. In ogni pozzetto è stato immobilizzato un oligonucleotide 

lineare contentente un appaiamento di basi scorretto G-T. Questo è normalmente 

riconosciuto dal complesso MSH2/MSH6 (MutS). I lisati nucleari sono stati caricati 

sui pozzetti e sottoposti all’azione di un primo anticorpo (primario) in grado di 

riconoscere il complesso e di un secondo (secondario) coniugato a perossidasi di 

rafano. I campioni sono stati poi messi a contatto con una soluzione di sviluppo e dopo 

30 minuti, si è osservata la comparsa di una colorazione blu. La misura dell’attivitá è 
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stata studiata come variazione dell’assorbanza a 450 nm in un micro-plate reader HT-

Multi-Mode (Bio-Tek), usando come bianco un campione privo di lisato nucleare e 

come controllo positivo un estratto nucleare di cellule Raij fornito nel kit. 

 

2.6.2. Metodi statistici 

 

I risultati sono espressi come media ± deviazione standard (SD) di almeno tre 

esperimenti indipendenti. Le differenze tra i gruppi sono state analizzate mediante 

l’analisi della varianza di ANOVA. 
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3.RISULTATI 

 

 

3.1. COLTURE DI MELANOCITI PRIMARI  

 

3.1.1. Isolamento dei melanociti primari 

Sono state isolate da pelle umana sei linee cellulari di melanociti primari 

(HEMA 1-6). Una linea cellulare è stata ottenuta da pelle addominale, quattro da pelle 

del prepuzio, una da pelle del viso. In Figura 15 sono mostrate tre linee cellulari 

fotografate al microscopio ottico e come si puó vedere, i melanociti possono assumere 

una forma stellata, multidendritica o bidendritica. Questo dipende dallo stadio di 

coltura nonché dalle caratteristiche peculiari del donatore. 

 

 

 
 

Figura 15: Linee cellulari di melanociti primari in coltura. Immagini delle linee cellulari 

Hema 1, Hema 2, Hema 3, fotografate al microscopio ottico 
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3.1.2. Verifica della purezza e dell’efficienza metabolica dei melanociti 

primari 

La purezza delle colture dei melanociti è stata verificata tramite l’uso 

dell’anticorpo Mel-5. Tutte le linee cellulari sono risultate di purezza compresa fra il 90 

e il 95%. La purezza è stata verificata mediante conta cellulare delle cellule positive 

allo staining con Mel-5 confrontate con le cellule positive alla colorazione DAPI-Blu. 

Per ogni linea cellulare sono state analizzate almeno 3 differenti figure, a differenti 

passaggi di coltura, ottenute con il microscopio a fluorescenza (Figura 16). 

 

 

 

 

Figura 16: Analisi della purezza di colture di melanociti primari, verificata mediante l’uso 

dell’anticorpo Mel-5. La figura è rappresentativa di almeno 3 risultati simili ottenuti per ogni linea 

cellulare 

 

 

3.1.3. Verifica della efficienza enzimatica dei melanociti 

Le linee cellulari sono risultate non solo pure ma anche enzimaticamente attive. 

L’efficienza metabolica è stata verificata mediante il saggio della DL-DOPA. La figura 

17 mostra come i melanociti sottoposti a tale saggio (Figura 17b) risultino di colore piú 

scuro rispetto ai melanociti che non siano stati trattati con la DL-DOPA e questo 

dimostra la produzione della melanina. Anche in tal caso, per ogni linea cellulare sono 

state analizzate almeno 3 differenti figure, a differenti passaggi di coltura 
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Figura 17: Saggio della DL-DOPA. Analisi dell’efficienza enzimatica dei 

melanociti primari mediante saggio della DL-DOPA. (a) Melanociti in 

condizioni basali. (b) Melanociti sottoposti al saggio della DL-DOPA 

 

 

Da tutte e sei le linee cellulari sono stati estratti RNA e proteine e questi sono stati usati 

in questo lavoro, quando necessario, come controlli di riferimento. 

 

3.2. ESPRESSIONE DI FATTORI APPARTENENTI AL 

SISTEMA MMR IN CELLULE DI MELANOMA E 

MELANOCITI PRIMARI 

 

Il primo approccio sperimentale è stato quello di valutare l’espressione di fattori 

appartenenti al sistema MMR in una varietá di cellule di melanoma a differenti stadi di 

progressione, a confronto con cellule di melanociti primari estratte da pelle umana. 

L’espressione di tali fattori è stata studiata sia a livello proteico mediante western blot 

che a livello dell’mRNA mediante PCR quantitativa. Ne è stata anche osservata la 

localizzazione mediante tecniche di immunofluorescenza. I fattori presi in 

considerazione sono MSH2 e MLH1, giudicati come rappresentativi del sistema MMR 

e dei quali si hanno a disposizione, per quanto riguarda il melanoma, diversi dati in 

letteratura nonché buoni anticorpi per la loro visualizzazione. Entrambe le proteine, 

localizzano nel nucleo, evidenziato in cellule UISO-Mel6, di melanoma metastatico, 

mediante colorazione con DAPI-blu (Figura 18). 
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Figura 18: Localizzazione di MSH2 e MLH1 in UISO-Mel6.. 

Localizzazione delle proteine MSH2 (a) e MLH1 (b) (rosso) in cellule di 

melanoma metastatico UISO-Mel6 mediante tecniche di 

immunofluorescenza. Il nucleo delle cellule è evidenziato con colorazione 

DAPI-blu 

 

 

L’analisi quantitativa dell’mRNA (Figura 19) mostra una piú alta espressione di 

MSH2 in cellule di melanoma metastatiche se confrontate con melanociti primari. In 

quattro delle 8 linee cellulari analizzate (C8161, UISO-Mel6, WM1158, Sk-Mel-24), la 

piú elevata espressione di MSH2 risulta altamente significativa se confrontata con 

l’espressione in melanociti primari. Non si osservano invece variazioni di espressione 

significative nelle linee cellulari derivanti da melanoma primari.  
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Figura 19: Espressione genica di MSH2 in linee cellulari di melanoma Espressione 

relativa dell’mRNA di MSH2 in cellule di melanoma, valutata mediante qPCR. I 

melanociti primari (HEMA) sono stati usati come calibratore (3 colture primarie 

differenti). Il gene GUS è stato usato come normalizzatore. I dati sono espressi come 

media ±SD di tre esperimenti indipendenti. ** p< 0.01 

 

 

A livello proteico (Figura 20), si evidenzia una alta espressione di MSH2 sia in 

cellule di melanoma primarie che metastatiche unitamente alla presenza di piú di una 

banda proteica in alcune linee cellulari che dimostra come la proteina possa essere 

presente in piú forme, non in tutte le linee cellulari e quanto meno nei melanociti. 

Questi sembrano esprimere solo la banda a peso molecolare maggiore, mentre alcune 

cellule di melanoma le esprimono entrambe o solo la banda di peso molecolare minore.  

MLH1 è anch’esso espresso in maniera ubiquitaria e ad alti livelli soprattutto 

come proteina nelle linee cellulari di melanoma (Figura 20) e non risulta, dall’analisi a 

livello endogeno, tramite WB, soggetto a modificazioni conformazionali. L’mRNA di 

MLH1 (Figura 21) risulta alterato in diverse linee cellulari di melanoma a confronto 

con melanociti primari. In alcuni casi, l’espressione risulta ridotta, in altri casi piú 

elevata.  
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Figura 20: Espressione proteica di fattori appartenenti al sitema MMR e di iASPP. 

Espressione a livello proteico di MSH2, MLH1 e iASPP in cellule di melanoma e melanociti 

primari (HEMA), effettuata mediante Western Blot. GAPDH è utilizzato come controllo di 
loading 

 

 

 

Figura 21: Espressione dell’mRNA di MLH1 in linee cellulari di melanoma Espressione 

relativa dell’mRNA di MLH1 in cellule di melanoma, effettuata mediante qPCR. I melanociti 

primari (HEMA) sono stati usati come calibratore (3 colture primarie differenti). Il gene GUS 
è stato usato come normalizzatore. I dati sono espressi come media ±SD di tre esperimenti 

indipendenti. *p< 0.05, ** p<0.01 
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Ogni linea cellulare sembra rappresentare un caso a sé ma le variazioni piú 

significative sembrano ancora una volta riguardare le cellule metastatiche, con tre linee 

(C8161, Sk-Mel-24 e 3988M) che esprimono livelli significativamente piú alti del gene 

MLH1 e due (A375M e DXLT51) livelli significativamente piú bassi, rispetto alla sua 

espressione in melanociti primari.  

Sia per MSH2 che per MLH1, non sembra esistere una corrispondenza univoca 

tra i livelli di mRNA e delle proteine, suggerendo diversi possibili livelli di controllo 

dell’espressione di tali geni.  

 

3.3. ESPRESSIONE DI iASPP IN CELLULE DI MELANOMA 

E MELANOCITI PRIMARI 

 

Unitamente all’espressione di fattori coinvolti nel sistema MMR, si è studiata 

l’espressione, a livello proteico e di mRNA, di iASPP in cellule di melanoma messe a 

confronto con melanociti primari. La proteina iASPP localizza (Figura 22), a differenza 

delle proteine del MMR, in parte nel nucleo, in parte nel citoplasma di cellule di 

melanoma UISO-Mel6, confermando il pattern di espressione osservato in altre linee 

cellulari primarie e/o cancerogene (per esempio U2OS, MCF-7, Saos-2, Hacat) (Slee et 

al., 2004). 

 

 
 

Figura 22: Localizzazione di iASPP in UISO-Mel6. Localizzazione di iASPP 

(verde) in cellule di melanoma metastatico UISO-Mel6 mediante tecniche di 

immunofluorescenza. Il nucleo delle cellule è evidenziato con colorazione DAPI-

blu. 
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 Anche in tal caso, l’espressione di iASPP si è rivelata superiore in cellule di 

melanoma piuttosto che melanociti, questo è una costante solo a livello proteico (Figura 

20). L’espressione dell’mRNA di iASPP (Figura 23) mostra invece una espressione di 

iASPP ridotta, ma non significativamente, in cellule di melanoma primario. Nel 

melanoma metastatico, risulta in alcuni casi alterato in maniera significativa. In 

particolare l’aumento dell’espressione di questo gene rispetto ai melanociti primari, 

risulta altamente significativa nelle linee cellurari C8161 e WM1158, mentre i dati sono 

solo significativi per DXLT51 e Sk-Mel-24. Una riduzione significativa dei livelli di 

iASPP si osserva invece in cellule metastatice 3988M e Mel501.  

 

 

Figura 23: Espressione dell’mRNA di iASPP in UISO-Mel6. Espressione relativa 

dell’mRNA di iASPP in cellule di melanoma, effettuata mediante qPCR. I melanociti 
primari (HEMA) sono stati usati come calibratore (3 colture primarie differenti). Il gene 

GUS è stato usato come normalizzatore. I dati sono espressi come media ±SD di tre 

esperimenti indipendenti. *p<0.05, ** p< 0.01 

   

 

Una corrispondenza fra i livelli elevati di espressione del gene di iASPP con i 

livelli proteici, si osserva in particolare nella linea cellulare C8161, linea cellulare di 

melanoma metastatico particolarmente aggressivo. Ritornando all’espressione proteica 
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di MSH2 (Figura 20), si nota come la suddetta linea cellulare, sia anche quella in cui la 

banda superiore di MSH2 risulta ben evidente e piú espressa. 

 

3.4. L’OVER-ESPRESSIONE DI iASPP IN CELLULE DI 

MELANOMA INFLUENZA IL SISTEMA MMR 

 

Tra le cellule di melanoma nelle quali si è analizzata l’espressione della 

proteina iASPP, è stata rilevata una ridotta espressione in tre linee cellulari, una 

primaria (Mel224) e due metastatiche (Uiso-Mel6 e Sk-Mel-24). Pertanto, per gli 

esperimenti preliminari, in assenza di una linea cellulare che non esprimesse iASPP a 

livelli endogeni, si è scelto di trasfettare queste linee cellulari con un vettore vuoto o lo 

stesso contenente il gene codificante V5-iASPP e studiare l’espressione delle proteine 

MSH2 e MLH1 in seguito all’aggiunta di iASPP esogeno.  

L’analisi dei livelli di mRNA di MSH2 in seguito ad overespressione di iASPP, 

si riflette in un aumento statisticamente non significativo di MSH2 (Figura 24), che 

peró sembra essere sufficiente per indurre una notevole stabilizzazione dell’espressione 

proteica (Figura 25).  

 

 

 

Figura 24: Espressione genica di MSH2 in cellule di melanoma 

UISO-Mel6 overesprimenti V5-iASPP. Espressione relativa 

dell’mRNA di MSH2 in cellule di melanoma UISO-Mel6 over-

esprimenti V5-iASPP, effettuata mediante qPCR. Il gene GUS è stato 

usato come normalizzatore. I dati sono espressi come media ±SD di tre 

esperimenti indipendenti.  
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L’overespressione di V5-iASPP in tutte le suddette linee cellulari, genera una 

aumento dell’espressione e un cambiamento di conformazione in MSH2, con 

conseguente aumento del peso molecolare apparente, evidenziabile mediante western 

blot come la comparsa o lo shift della banda proteica ad esso corrispondente, ad un piú 

elevato peso molecolare (Figura 25). 

 

 

 
 

Figura 24: Effetto di iASPP sulla conformazione di MSH2 in cellule di 

melanoma. Espressione e shift di MSH2 analizzati mediante WB in cellule di 

melanoma trasfettate (+) e non (-) con V5-iASPP. Laddove non è presente V5-

iASPP, le cellule sono state trasfettate con il vettore vuoto PCDNA. GAPDH è 

utilizzato come controllo di loading 

 

 

Questa stessa banda risulta piú evidente, in condizioni fisiologiche basali, nelle 

cellule C8161. La linea cellulare UISO-Mel6 non esprime la proteina p53, nota come 

uno dei fattori che interagiscono con iASPP, ma questo non sembrerebbe influenzare il 

fenomeno osservato ed anzi dimostrerebbe come tale modificazione conformazionale 

possa avvenire indipendentemente da p53. Nessun cambiamento di espressione o 

conformazione è invece stato osservato per MLH1 (risultato non mostrato). 

3.4.1. Studio della conformazione di MSH2 indotta dall’over-espressione 

di iASPP in cellule di melanoma UISO-Mel6: fosforilazione 

Il passo successivo è stato il tentativo di indagare i meccanismi molecolari alla 

base di questa presunta modifica conformazionale indotta da iASPP su MSH2. A tal 

proposito, per verificare se si trattasse di una fosforilazione su un residuo di tirosina, i 
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lisati delle cellule UISO-Mel6, trasfettate e non con V5-iASPP, sono stati sottoposti a 

Western Blot, caricati in doppio su gel di elettroforesi e trasferiti sulla stessa membrana 

di cellulosa. Questo ha consentito di confrontare l’altezza delle bande ottenute in 

seguito a sviluppo del film. Una metá membrana è stata incubata con l’anticorpo anti-

MSH2 e l’altra metá con l’anticorpo anti-fosfotirosina. Quest’ultimo lega 

specificamente qualunque residuo di tirosina che sia fosforilato. La figura 26 mostra 

come la banda d’interesse, scompaia nella membrana incubata con l’anticorpo anti-

tirosina.  

 

 

 

 

Figura 26: Studio della fosforilazione di MSH2. Espressione e shift di 

MSH2 (sinistra) e analisi mediante anticorpo anti-fosfo-tirosina (destra, anti-

P-Tyr) mediante WB in cellule UISO-Mel-6 trasfettate (+) e non (-) con V5-

iASPP. Laddove non è presente V5-iASPP, le cellule sono state trasfettate 

con il vettore vuoto PCDNA 

 

 

Risultati simili sono stati ottenuti usando differenti tamponi di lisi cellulare, 

contententi diversi inibitori di fosfatasi: NaF, inibitore di fosfatasi alcaline e fosfatasi a 

serina e treonina; -glicerofosfato, inibitore delle fosfatasi a serina e treonina; Na-

ortovanadato, inibitore delle fosfatasi a tirosina. Qualora si trattasse di una 

fosforilazione, ci si aspetterebbe un incremento dell’espressione della banda a peso 



62 

 

molecolare piú elevato rispetto al controllo (prima linea), ottenuto senza l’aggiunta di 

nessun inibitore. Ció non accade, dimostrando come la modifica conformazionale di 

MSH2 indotta da iASPP possa difficilmente essere il risultato di una fosforilazione 

(Figura 27). 

 

 

 
 

Figura 27: Studio della conformazione di MSH” in presenza di inibitori 

delle fosfatasi. Espressione e shift di MSH2 in presenza di diversi inibitori delle 

fosfatasi analizzata mediante WB in cellule UISO-Mel6 trasfettate con V5-

iASPP. GAPDH è utilizzato come controllo di loading 

 

 

3.4.2. Studio della conformazione di MSH2 indotta dall’over-espressione 

di iASPP in cellule di melanoma UISO-Mel6: ubiquitinazione 

Il secondo tipo di modifizazione esaminato è l’ubiquitinazione. A tal proposito i 

lisati e delle cellule UISO-Mel6, trasfettate e non con V5-iASPP, anche in questo caso, 

sono stati sottoposti a Western Blot, caricati in doppio su gel di elettroforesi e trasferiti 

sulla stessa membrana di cellulosa, con lo stesso procedimento indicato per l’anticorpo 

anti-fosfotirosina. I due anticorpi usati in questo caso, sono stati anti-MSH2 e un 

anticorpo anti-ubiquitina (PD41), in grado di riconoscere proteine, mono- e poli-

ubiquitinate. L’analisi delle proteine ha rivelato che l’anticorpo anti-ubiquitina 

riconosce specificamente una banda nel campione trasfettato con V5-iASPP che 
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corrisponde esattamente all’altezza della banda superiore di MSH2, mostrando come la 

modifica conformazionale a carico di MSH2 comprenda per lo meno 

un’ubiquitinazione (Figura 28). 

 

 

 
 

Figura 28: Studio dell’ubiquitinazione di MSH2. Espressione e shift di 

MSH2 (sinistra) e analisi con anticorpo anti-ubiquitina (destra) mediante 

western blot in cellule UISO-Mel-6 trasfettate (+) e non (-) con V5-

iASPP. Laddove non è presente V5-iASPP, le cellule sono state trasfettate 

con il vettore vuoto PCDNA 

 

 

3.4.3. MSH2 e iASPP co-localizzano con l’ubiquitina in cellule Uiso-Mel6 

dopo trasfezione di iASPP 

L’overespressione di V5-iASPP in cellule Uiso-Mel6 è stata anche seguita al 

microscopio confocale e la possibile ubiquitinazione di MSH2 è stata verificata 

mediante l’utilizzo dell’anticorpo anti-ubiquitina incubato in concomitanza dell’anti-

MSH2 (Figura 29). Mediante questa tecnica, si è dimostrata la co-localizzazione delle 

due proteine, a sostegno della tesi che la proteina sia ubiquitinata. 
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Figura 29: Co-localizzazione di MSH2 con 

l’ubiquitina: Co-localizzazione della proteina 

MSH2 (rosso) con l’ubiquitina (verde) in cellule di 

melanoma metastatico UISO-Mel6 trasfettate con 

V5-iASPP mediante tecniche di 

immunofluorescenza. Il nucleo delle cellule è 

evidenziato con colorazione DAPI-blu 

 

 

Una forte co-localizzazione è stata dimostrata anche tra iASPP e l’ubiquitina. 

Questo risultato è evidenziato nella figure 30a e 30b che mostrano come iASPP co-

localizzi con l’ubiquitina sia quando espresso in cellule UISO-Mel6 a livello endogeno, 

sia quando le stesse cellule siano trasfettate con il plasmide over-esprimente V5-iASPP. 

In particolare, nella figura 30b, l’uso di un anticorpo anti-V5 ha permesso di 

evidenziare solo le cellule che over-esprimono iASPP (rosso). Se si confrontano i livelli 

di ubiquitina tra le suddette cellule e quelle che non hanno inglobato il plasmide, si nota 

come, i livelli di ubiquitina aumentino all’aumentare dell’espressione di iASPP. Questo 

è mostrato dalla piú intensa colorazione verde che le cellule assumono quando 

osservate al microscopio confocale. Ció potrebbe dimostrare che anche iASPP sia 

ubiquitinato e/o che faccia parte in qualche modo del sistema proteosomico. 
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Figura 25: Co-localizzazione di iASPP con l’ubiquitina: co-localizzazione delle proteine iASPP 

(rosso) e ubiquitina (verde) in cellule di melanoma metastatico UISO-Mel6 mediante tecniche di 

immunofluorescenza. Il nucleo delle cellule è evidenziato con colorazione DAPI-blu. (a) Co-

localizzazione della proteina iASPP endogena (rosso) con l’ubiquitina (verde) iASPP endogeno è 

evidenziato mediante l’anticorpo LX4903. (b) V5-iASPP, dopo trasfezione è evidenziato con anticorpo 

anti-V5.  

 

 

3.4.4. L’over-espressione di iASPP in cellule di melanoma UISO-Mel6 

influenza l’attivitá di riparo del DNA mediata da MutS 

Dal momento che la principale funzione di MSH2 è quella di riparo del DNA, si 

è proceduto a valutare se la modifica conformazionale indotta su MSH2 da iASPP 

avesse influenza su questa. Poiché l’attivitá di riparo di MSH2 è dipendente dalla 

formazione del complesso MutS con la proteina MSH6, la possibilitá di MSH2 di 

inflenzare il riparo del DNA è stata studiata come capacitá del complesso MutS di 

riconoscere il DNA contenente un appaiamento scorretto di basi G-T mediante 

opportuno GTBP DNA repair kit, basato sul metodo ELISA. Il risultato ottenuto è un 

aumento dell’attivitá di legame del complesso MutS in correlazione alla quantitá di 

plasmide trasfettata nelle cellule UISO-Mel6, dopo 18 ore dalla avvenuta trasfezione, 

fino a 2.5 g. Questa è infatti la concentrazione di plasmide in grado di indurre un 
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significativo aumento di attivitá rispetto al controllo, rappresentato dalla trasfezione 

con plasmide vuoto. La trasfezione con 4 g di plasmide, riporta l’attivitá del 

complesso MutSa quella basale (Figura 31). 

 

 

 

Figura 31: Effetto di V5-iASPP sull’attivitá di 

MutS:Attivitá di MutSαmisurata mediante il 
GTBP DNA repair kit, in estratti nucleari di 

cellule UISO-Mel6 (5 g) trasfettate con 
differenti quantitá del plasmide esprimente V5-

iASPP. Il controllo è rappresentato dalla 

trasfezione con vettore vuoto PCDNA. I dati 

sono espressi come media ±SD di tre esperimenti 
indipendenti. *p<0.05 

 

 

3.5. iASPP co-localizza con le proteine appartenenti al sistema 

MMR e lega MSH2  

 

3.5.1. Co-localizzazione fra iASSP e fattori appartenenti al sistema MMR 

Per capire se il meccanismo con cui iASSP influenza l’attivitá del sistema 

MMR sia diretto o indiretto, si è voluto studiare se esistesse qualche interazione fra le 

proteine del sistema MMR e iASPP. L’utilizzo di tecniche di immunofluorescenza ha 

permesso di dimostrare co-localizzazione di iASPP con MSH2 e MLH1 in UISO-Mel6. 

La co-localizzazione è parziale come mostrato nelle Figura 32 e 33. Nella figura 32b è 

stato possibile evidenziare solo le cellule over-esprimenti V5-iASPP mediante l’uso di 
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un anticorpo anti-V5. In tali cellule è evidente come ad alti livelli di iASPP corrisponda 

un aumento dei livelli della prooteina MSH2, osservabile come aumento dell’intensitá 

del colore rosso delle cellule osservate al microscopio confocale. Questo è in accordo 

con i risultati ottenuti mediante western blot (Figura 25).  

 

 

 
 

Figura 32: Co-localizzazione fra MSH2 e iASPP: co-localizzazione delle proteine MSH2 (rosso) e 

iASPP (verde) in cellule di melanoma metastatico UISO-Mel6 mediante tecniche di immunofluorescenza. 

Il nucleo delle cellule è evidenziato con colorazione DAPI-blu. (a) iASPP endogeno è evidenziato 

mediante l’anticorpo LX4903. (b) V5-iASPP, dopo trasfezione è evidenziato con anticorpo anti-V5.  
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Figura 33: Co-localizzazione fre MLH1 e iASPP: co-

localizzazione delle proteine MLH1 (rosso) e iASPP 

(verde) in cellule di melanoma metastatico UISO-Mel6 

mediante tecniche di immunofluorescenza. Il nucleo 

delle cellule è evidenziato con colorazione DAPI-blu.  

 

 

3.5.2. Legame fra iASSP e fattori appartenenti al sistema MMR 

Inoltre, in cellule UISO-Mel6, l’immunoprecipitazione (IP) di iASPP con un 

anticorpo specifico per la proteina endogena, ha rivelato che questo è in grado di legare 

in condizioni fisiologiche la proteina MSH2, quindi iASPP e MSH2 interagiscono tra di 

loro in assenza di alcun tipo di danno al DNA. La Figura 34 mostra come la forma di 

MSH2 che precipita sia quella corrispondente alla banda a peso molecolare piú alto 

(quella cioé che rappresenta la modificazione conformazionale indotta da iASPP) non 

evidenziabile nel controllo (input) probabilmente perché espressa a bassi livelli. Questa 

isoforma è resa evidente solo dall’arricchimento mediante IP della proteina MSH2 

legata ad iASPP e sembra essere l’unica forma a legarvisi. 
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Figura 34: Co-precipitazione di MSH2 e iASPP: Interazione tra MSH2 e 

iASPP endogeni in cellule di melanoma UISO-Mel6 dimostrata tramite 

tecniche di immunoprecipitazione in vitro e successivo Western Blot. A 

sinistra immunoprecipitazione di iASPP e incubazione con l’anticorpo anti-

MSH2. A destra, dimostrazione dell’avvenuta precipitazione di iASPP 

mediante incubazione con anticorpo anti-iASPP.   

 

 

Questo è confermato dalla purificazione di V5-iASPP tramite IP in cellule 

UISO-Mel6 sottoposte a trasfezione (Figura 35). In quest’ultimo caso, la precipitazione 

di iASPP è stata fatta avvenire con un anticorpo anti-V5 rabbit. Ció che si nota 

mettendo a confronto i due risultati è che la isoforma di MSH2 che lega iASPP è quella 

corrispondente alla banda superiore evidenziata nel western blot, suggerendo che 

iASPP induca la nuova isoforma di MSH2 e leghi proprio quest’ultima di peso 

molecolare apparentemente piú alto. 

Pur non influenzando l’espressione e/o la conformazione di MLH1, iASPP, a livelli 

endogeni, è in grado di legare anche questa proteina. Il risultato è mostrato in Figura 

36. 
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Figura 35: Co-precipitazione di MSH2 e V5-iASPP: Interazione tra MSH2 e V5-

iASPP dopo trasfezione in cellule di melanoma UISO-Mel6 dimostrata tramite 

tecniche di immunoprecipitazione in vitro e successivo Western Blot. A sinistra 

immunoprecipitazione di iASPP con anticorpo anti-V5 rabbit e incubazione con 

l’anticorpo anti-MSH2. A destra, dimostrazione dell’avvenuta precipitazione di V5-

iASPP mediante incubazione con anticorpo anti-V5 mouse.   

 

 

Figura 36: Co-precipitazione di MLH1 e iASPP: Interazione tra MLH1 e 

iASPP endogeni in cellule di melanoma UISO-Mel6 dimostrata tramite 

tecniche di immunoprecipitazione in vitro e successivo Western Blot. A 

sinistra immunoprecipitazione di iASPP e incubazione con l’anticorpo anti-

MLH1. A destra, dimostrazione dell’avvenuta precipitazione di iASPP 

mediante incubazione con anticorpo anti-iASPP.   
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3.6. SILENZIAMENTO DEL GENE DI IASPP MEDIANTE 

ShRNAs E SUE CONSEGUENZE 

 

3.6.1. Silenziamento del gene di iASPP mediante shRNAs 

 Per verificare che l’effetto osservato su MSH2 fosse effettivamente dovuto 

all’attivitá di iASPP, si è pensato di sottoporre il gene codificante la proteina, a 

silenziamento stabile, mediante l’uso di shRNAs. La tecnica è stata applicata a cellule 

di melanoma WM1158, nelle quali, tramite qPCR e WB, si sono osservati livelli 

discreti di espressione di iASPP ed MSH2. Il silenziamento genico di iASPP è stato 

ottenuto mediante infezione virale nelle cellule WM1158 di 3 costrutti di shRNAs, le 

cui sequenze sono indicate nella sezione Metodi. Il metodo e i costrutti utilizzati, sono 

stati validati precedentemente in linee cellulari di cheratinociti Hacat (Chikh et al., dati 

non ancora pubblicati) e sono indipendenti dalla linea cellulare utilizzata, in quanto 

funzionano anche su altre linee di melanoma (risultato non mostrato). Mediante 

l’utilizzo di questi tre costrutti, sono stati ottenuti tre cloni (clone 1, clone 2 e clone 3). 

Nei cloni 1 e 2, si è ottenuta una riduzione maggiore dell’espressione di iASPP, mentre 

il costrutto utilizzato per ottenere il clone 3, si è rivelato inefficiente (Figura 37). Il 

clone scelto per i successivi esperimenti è il clone 2, dove la riduzione dell’espressione 

proteica di iASPP è di circa l’80%, come risultato dall’analisi densitometrica della 

banda ad esso relativa, mostrata in Figura 37.  
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Figura 37: Silenziamento di iASPP: Analisi dell’espressione di iASPP 

a livello proteico mediante WB in cellule di melanoma WM1158, dopo 

silenziamento tramite tre shRNAs, che hanno generato i cloni cellulari 

1, 2 e 3. Il controllo è rappresentato dalle cellule in condizioni basali. Il 

controllo negativo è rappresentato da sequenze di shRNA 
scramble.GAPDH è stato utilizzato come controllo di loading. La 

quantificazione dell’espressione, mostrata nella parte alta della figura, è 

stata effettuata mediante densitometria ottica e GAPDH è stato 

utilizzato come normalizzatore. 

 

 

3.6.2. Effetto del silenziamento del gene di iASPP sulléespressione di 

fattori appartenenti al sistema MMR 

I lisati delle cellule WM1158, controllo e shRNA, sono stati sottoposti a SDS-

PAGE e WB per la valutazione dell’espressione di MSH2 e MLH1. Dalle stesse cellule 

è stata effettuata l’estrazione dell’RNA cellulare, analizzato mediante pcr quantitativa. I 

risultati della Figura 37, mostrano come l’espressione di MSH2, sia a livello proteico 

(38a e 38b) che genico (38c), sia sensibilmente ridotta in cellule che abbiano subito il 

silenziamento di iASPP. Inoltre si osserva una esatta corrispondenza tra la riduzione 

dell’espressione genica di iASPP e di MSH2, entrambe ridotte del valore del 70 % 

rispetto allo scramble. D’altro canto, la proteina MLH1 non risulta affetta nella sua 
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espressione dalla riduzione di espressione di iASPP (Figura 38a), in accordo con i 

risultati dell’overespressione, che non mostravano alcun cambiamento sia di 

conformazione che di espressione di tale proteina. 

 

 

 

Figura 268: Effetto del silenziamento di iASPP sui fattori appartenenti al sistema MMR: a) 

Analisi dell’espressione delle proteine MSH2 e MLH1 dopo silenziamento di iASPP tramite shRNA, 

analizzata in cellule di melanoma WM1158 mediante WB. Lo scramble rappresenta il controllo. 

GAPDH è utilizzato come normalizzatore. b) Quantificazione relativa della riduzione di espressione 
di MSH2 mediante densitometria ottica. GAPDH è stato utilizzato come normalizzatore. c) Analisi 

dell’espressione genica di MSH2 dopo silenziamento di iASPP tramite shRNA, analizzata in cellule di 

melanoma WM1158 mediante pcr quantitativa. Lo scramble rappresenta il controllo. Il gene GUS è 

utilizzato come normalizzatore. 

 

 

3.6.3. Effetto del silenziamento del gene di iASPP sull’attivitá del 

complesso MutS 

Avendo stabilito che l’overespressione di iASPP in cellule di melanoma è in 

grado di influenzare positivamente l’attivitá di riparo del DNA mediata da MutSα, si è 

pensato che il silenziamento del suo gene (PPP1R13L) dovesse avere l’effetto 

contrario, ovvero una riduzione del suo contributo nel MMR. Per questo l’attivitá del 

complesso MutSé stata nuovamente analizzata negli estratti nucleari delle cellule 

WM1158 esprimenti iASPP e in quelli in cui iASPP fosse stato silenziato. I risultati 

riportati in Figura 39, mostrano come l’attivitá del complesso MutSsia sensibilmente 
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ridotta in cellule in cui il gene iASPP sia silente. In particolare, l’attivitá rilevata nel 

clone 2 risulta ridotta di oltre il 50% e la riduzione risulta altamente significativa 

rispetto al controllo, rappresentato dallo scramble. Ció è in linea con la riduzione 

dell’espressione proteica di MSH2 osservata in precedenza (Figura 38). 

 

 

 

Figura 3927: Effetto del silenziamento di iASPP sull’attivitá di 

MutSα: Attivitá di MutSα misurata mediante il GTBP DNA repair 

kit, in estratti nucleari (5 g) di cellule UISO-Mel6 trattate con tre 
differenti shRNAs che hanno generato i cloni 1, 2 e 3. Il controllo è 
rappresentato da sequenze di siRNA scramble. I dati sono espressi 

come media ±SD di tre esperimenti indipendenti. *p<0.05, ** 

p<0.01. 

 

 

3.6.4. Effetto del cisplatino su induzione dell’apoptosi, espressione genica e 

attivitá del complesso MutS in cellule silenziate per iASPP 

Poiché è noto che la proteina iASPP in cancro esercita un’azione anti-apoptotica, 

si è voluto studiare l’effetto che ha il silenziamento genico a carico di tale proteina in 

celule di melanoma, sull’apoptosi indotta da un comune chemioterapico usato nella 

terapia del melanoma e di altri tipi di cancro. Le cellule WM1158 che hanno subito il 

silenziamento stabile di iASPP sono state trattate con una concentrazione di cisplatino 

pari a 10 M per un tempo di 24 ore e l’apoptosi è stata quantificata con il saggio 
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dell’annessina V mediante tecniche citofluorimetriche. Come mostrato in Figura 40, il 

silenziamento del gene codificante iASPP, sensibilizza le cellule di melanoma 

all’apoptosi indotta dal cisplatino. Piú precisamente, nelle condizioni sopra descritte, il 

cisplatino è in grado di indurre poco piú del 20% di morte cellulare per apoptosi nelle 

cellule controllo (scramble), mentre le cellule dove iASPP sia stato silenziato, mostrano 

una percentuale di cellule apoptotiche maggiore del 60%, confermando iASPP come un 

fattore anti-apoptotico. 

 

 

Figura 40: Effetto del silenziamento di iASPP sull’apoptosi indotta 

da cisplatino: Misura dell’apoptosi in cellule WM1158 silenziate per 

il gene iASPP mediante saggio dell’annessina V. Il controllo è 

rappresentato dalle cellule trattate con sequenze di shRNA scramble. I 

dati sono espressi come media ±SD di tre esperimenti indipendenti. 

*p<0.05 

 

 

Dalle stesse cellule è stato poi estratto l’RNA cellulare per analizzare se 

l’espressione genica di iASPP e MSH2 fosse influenzata dall’azione del cisplatino. I 

risultati sono riportati in Figura 41 e dimostrano come non ci siano cambiamenti 

significativi dell’espressione dei due fattori a livello genico quando le cellule trattate 

con gli scramble o silenziate per il gene di iASPP, siano state sottoposte all’azione del 

cisplatino 10 M. 
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Figura 41: Effetto del cisplatino sull’espressione genica di iASPP e MSH2: a) Analisi relativa 

dell’espressione genica di iASPP in cellule di melanoma metastatico WM1158 silenziate per iASPP 

mediante pcr quantitativa. b) Analisi relativa dell’espressione genica di MSH2 in cellule di melanoma 

metastatico WM1158 silenziate per iASPP mediante pcr quantitativa. Lo scramble rappresenta il 

controllo. Il gene GUS è utilizzato come normalizzatore. 

 

 

Poiché, come dimostrato sopra, iASPP è coinvolto nella regolazione del sistema 

Mismatch Repair, ci si è chiesti se il trattamento con cisplatino, alle condizioni e al 

tempo descritto, potesse influenzare l’attivitá del complesso MutS in cellule WM1158 

silenziate per il gene iASPP. La Figura 42 rivela come l’attivitá del complesso MutS, 

pur riducendosi nelle cellule silenziate per iASPP in assenza di alcun trattamento a 

conferma di quanto precedentemente descritto, risulta invariata in seguito a trattamento 

con cisplatino. 
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Figura 42: Effetto del cisplatino sull’attivitá di MutSα: Attivitá di 

MutSα misurata mediante il GTBP DNA repair kit, in estratti 

nucleari (10 g) di cellule WM1158 silenziate per iASPP. Il 
controllo è rappresentato da sequenze di shRNA scramble. I dati 

sono espressi come media ±SD di tre esperimenti indipendenti.  
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4.DISCUSSIONE 

 

 

 Il melanoma è la forma più aggressiva di cancro della pelle, il cui numero di 

casi è in costante aumento, specialmente nei paesi occidentali, nei pazienti di origine 

caucasica. Questo tipo di tumore, rappresenta un fenomeno di interesse sociale, perché 

genera un gran numero di morti, soprattutto in etá giovanile. Inoltre, il melanoma è 

notoriamente refrattario ai piú comuni approcci terapeutici. Una delle cause è 

sicuramente da addurre alla deregolazione di alcuni segnali molecolari cruciali 

(RAF/RAS/ERK/MEK), che inducono un grande aumento della proliferazione e della 

crescita cellulare associate ad una dimunuizione della sensibilitá delle cellule 

all’apoptosi rendendo il melanoma, uno dei tumori piúaggressivi con limitate 

prospettive terapeutiche. 

Il presente lavoro, si inserisce in questo contesto, ossia nel tentativo di spiegare, 

almeno in parte, la diminuita sensibilitá apoptotica osservata in melanoma, come 

conseguenza di pathways molecolari alterati: uno giá noto in parte come deregolato in 

melanoma (sebbene i meccanismi non siano ben chiari) ossia l’attivitá di riparo mediata 

dal sistema Mismatch Repair (MMR), e un altro ad oggi inesplorato in melanoma, ossia 

quello in cui è direttamente coinvolto il fattore anti-apoptotico iASPP. In questo studio 

si dimostra come iASPP possa controllare il sistema MMR e questo pone 

immediatamente l’interrogativo se, i fattori coinvolti nel sistema MMR, non siano 

alterati in seguito ad un alterazione di iASPP, (noto per avere attivitá oncogenica), o 

viceversa.  

Recentemente, una certa attenzione è stata posta sul coinvolgimento del sistema 

MMR in melanoma. Tale coinvolgimento, sembra non andare in una sola direzione, dal 

momento che talvolta sono stati riportati casi di perdita di espressione dei geni e 

relative proteine, facenti parte di questo sistema (Korabiowska et al., 2000, 2004; 

Hussein et al., 2001), ma sono anche noti in letteratura casi che ne dimostrano una piú 
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elevata espressione. Rass et al. giá nel 2001 avevano riportato una piú alta 

immunoreattivitá dei tessuti di melanoma metastatico di MSH2, quando confrontati con 

nei non maligni nonché un’alta espressione dell’mRNA di MSH2 in linee cellulari di 

melanoma, quando confrontate con colture di cheratinociti Hacat. è anche noto uno 

studio in cui siano stati individuati casi di melanoma primario delle mucose (Marani et 

al., 2007) risultati nell’osservazione di alti livelli di espressione proteica di MSH2 e 

MLH1 in alcuni tessuti. Kauffmann et al (2008) analizzando i profili di espressione 

genica (microarray) in tessuti di melanomi primari che abbiano dato vita a metastasi, 

confrontati con melanomi non metastatici, riportano alterazione di diversi geni, 

coinvolti nel riparo del DNA. Alcuni dei geni alterati sono proprio quelli coinvolti nel 

sistema di riparo MMR, tra cui in particolare EXO1, MSH2 e MSH6  

Questi ultimi dati, sono in accordo con gli studi presentati in questa tesi che 

dimostrano una elevata espressione dell’mRNA di MSH2 in linee cellulari metastatiche 

piuttosto che primarie, cosí come di MLH1, se confrontate con melanociti. Una piú alta 

espressione proteica, si osserva tuttavia in tutte le linee cellulari studiate, sia primarie 

che metastatiche, suggerendo possibili livelli di controllo del turnover proteico che 

riguardano questi fattori. L’elevata espressione di MSH2 e MLH1 potrebbe essere in 

accordo con la proliferazione maligna che caratterizza il melanoma e tutti gli altri 

tumori. D’altra parte, in piú di un caso è stato osservato l’aumento di espressione della 

proteina MSH2 in cellule in proliferazione (Marra et al., 1996; Hamid et al., 2002; 

Leach et al, 1996). è chiaro che l’espressione proteica di MSH2 e MLH1 non significhi 

necessariamente che le proteine siano attive, sebbene mutazioni nei geni corrispondenti 

siano, seppur possibili (Hussein and Wood, 2003), piuttosto rare (Rass et al, 2001). A 

dimostrazione di questo, l’attivitá del riparo al DNA nelle linee cellulari di melanoma 

usate in questo lavoro di tesi, è risultata simile o piú elevata rispetto a melanociti 

primari (risultato non mostrato). Questo dimostrerebbe che le proteine coinvolte sono 

attive e inoltre suggerirebbe che, in assenza di stimoli esterni, ossia in condizioni 

fisiologiche, l’attivitá di riparo in tali melanomi non è alterata e che quindi 

l’overespressione delle proteine possa essere il risultato di una deregolazione di una 

qualche via molecolare alterata collegata al Mismatch Repair. Inoltre, l’attivitá proteica 

di MSH2 e MSH6 è confermata nella linea cellulare UISO-Mel6, in quanto, 
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l’overespressione della proteina iASPP indotta in tali cellule, riesce a modularla 

positivamente. Questo, oltre a confermare appunto l’integritá del MMR nei riguardi di 

tali fattori, induce a pensare che la modifica conformazionale osservata in MSH2 e 

indotta da iASPP, sia una forma attiva della stessa proteina in quanto ne facilita il 

legame con il DNA da riparare. Conferma ulteriore, arriva dal silenziamento di iASPP 

in cellule di melanoma, che riduce sia l’espressione di MSH2 che la sua attivitá di 

legame al DNA da riparare. 

 Questa influenza di iASPP su MSH2, lascia anche presupporre un meccanismo 

di azione diretto, ancora non svelato, su tale proteina, in quanto le due, co-localizzano 

nel nucleo e si legano l’una all’altra. L’influenza di iASPP sul sistema MMR, potrebbe 

non riguardare solo MSH2. Sebbene non sia stata osservata alcuna modifica in MLH1, 

sia a livello conformazionale che di espressione, dopo trasfezione di iASPP in cellule di 

melanoma, è pur vero che anche queste due proteine co-localizzano e si legano l’una 

all’altra. è pertanto possibile che l’attivitá dei complessi MutL, di cui MLH1 fa parte, 

siano in qualche modo influenzati almeno nella loro attivitá e a tal proposito, sono 

richiesti ulteriori approfondimenti. 

I risultati mostrati in questo lavoro, suggeriscono che MSH2 sia ubiquitinata in 

seguito ad overespressione di iASPP. L’ubiquitinazione dei fattori MSH2 e MSH6 è 

stata giá dimostrata in lavori precedenti (Hernandez-Pigeon et al., 2004; 2005) ma in tal 

caso gli autori discutono unicamente la degradazione mediata dal sistema del 

proteosoma, piuttosto che una modulazione dell’attivitá. I nostri risultati suggeriscono 

invece che l’ubiquitinazione di proteine del sistema MMR possa essere, almeno in certe 

condizioni, un sistema di regolazione proteica e che influenzi l’attivitá di riparazione. 

Non si tratterebbe del primo caso osservato in cui l’ubiquitinazione di proteine 

promuove il riparo del DNA. è il caso infatti anche della proteina PCNA (Proliferating 

Cell Nuclear Antigen), la cui ubiquitinazione partecipa nella riparazione del DNA post-

replicativa mediata dalla ubiquitina-ligasi Rad6 (Hoege et al., 2002). Sembrerebbe 

infatti che, l’ubiquitinazione riportata in questo lavoro, possa mediare sia la regolazione 

che il turnover della proteina MSH2. Questo è suggerito dal fatto che ad alte 

concentrazioni di V5-iASPP trasfettato in cellule di melanoma (4g), l’attivitá di riparo 

ritorna simile a quella basale, dopo essersi elevata fino a 2.5 g e che a tale 
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concentrazione, sia osservabile tramite WB, una degradazione di MSH2 evidenziabile 

dalla comparsa di un “ladder” proteico (risultato non mostrato). Inoltre è stata osservata 

anche, tramite immunocitofluorescenza, una parziale ri-localizzazione della proteina 

MSH2 dal nucleo al citoplasma, dove il proteosoma è localizzato.  

D’altra parte, iASPP potrebbe essere a sua volta ubiquitinato o far parte del 

sistema proteosomico. è stata infatti osservata in questo lavoro, una forte co-

localizzazione di iASPP con l’ubiquitina, prevalentemente a livello citosolico. A tal 

proposito la figura 32 rivela come, iASPP, quando espresso ad alti livelli, appaia nelle 

cellule in corpi tondeggianti, in cui talvolta si aggregano le proteine ubiquitinate del 

citosol (Johnston et al, 1998). Inoltre, la degradazione di iASPP mediante proteosoma è 

stata recentemente dimostrata (Laska et al., 2010). Nello stesso lavoro ci sono evidenze 

che l’induzione dell’espressione di iASPP acceleri la degradazione di p53 mediata dal 

proteosoma. Un dato che, insieme a quelli mostrati in questa tesi, fa pensare 

ulteriormente ad un possibile ruolo di iASPP nella regolazione della stabilitá proteica 

mediata dal proteosoma stesso. 

iASPP è una proteina nota soprattutto, in cancro, per la sua attivitá anti-

apoptotica, che esercita legando la proteina p53, agendo come suo inibitore 

(Bergamaschi et al. 2003). Inoltre diversi studi hanno dimostrato un incremento 

dell’espressione di iASPP in diversi tipi di tumori (Lu et al., 2010; Zhang et al, 2005; 

Saebo et al., 2006; Liu et al., 2008; Liu et al., 2010), suggerendo che la sua alterata 

regolazione possa avere un ruolo nella carcinogenesi e che possa essere un ottimo 

bersaglio terapeutico nelle terapie anticancro. L’espressione delle proteine della 

famiglia ASPP non è stata mai d’altra parte studiata in melanoma. Questo studio 

rappresenta quindi la prima evidenza di una possibile alterazione a carico di tale 

famiglia, in questo tipo di tumore. è chiaro che l’espressione di iASPP sia piú elevata, 

sia a livello proteico che genico, soprattutto in cellule a carattere metastatico. Questo 

dato è in accordo con Liu et al. (2010) che hanno osservato come un’alta espressione di 

iASPP nell’adenocarcinoma dell’endometrio, è associata a invasione e metastasi 

linfonoidali. L’associazione di iASPP con le metastasi, suggerisce un ruolo di questa 

proteina nell’adesione cellulare. D’altra parte, una nota mutazione inattivante di iASPP 

è riconosciuta avere un ruolo nell’integritá di tessuti epiteliali (Herron et al., 2005) e 
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uno studio non ancora pubblicato, di cui la presente è co-autrice (Chikh et al., dati non 

ancora pubblicati) dimostra il sicuro coinvolgimento di iASPP nella fisiologia della 

pelle, influenzando il mantenimento dell’integritá epiteliale, interagendo in un 

feedback-loop con la proteina p63, giá nota per la sua importanza nel mantenimento 

della stratificazione epiteliale.  

Un altra via metabolica a cui iASPP è noto partecipare, è la via del fattore di 

trascrizione NF-kB, del quale è un inibitore (Yang et al., 1999; Takada et al., 2002). 

Una della alterazioni metaboliche in melanoma, coinvolge proprio una up-regolazione 

delle subunitádi NF-κB, p50 and Rel-A (McNulty et al. 2001; Meyskens et al. 1999) o 

una down-regolazione dell’inibitore di NF-κB, IκB (Dhawan and Richmond 2002; 

Yang and Richmond 2001). Rel-A è proprio la subunitá a cui iASPP si legherebbe per 

esercitare la sua azione inibitoria. Per cui ci si chiede se la disregolazione 

dell’espressione di iASPP non abbia anche una qualche relazione con questo pathway 

molecolare anch’esso alterato in melanoma. 

 La concomitante elevata espressione di fattori appartenenti al sistema MMR e il 

fattore iASPP, nonché il controllo dell’espressione genica di MSH2, risultata dal 

silenziamento di iASPP in cellule di melanoma metastatiche, apre nuove prospettive sui 

possibili meccanismi in cui iASPP sia coinvolto. Non molti dati sono tuttora disponibili 

sul meccanismo d’azione di iASPP, a parte quelli che dimostrano l’interazione con le 

proteine della famiglia di p53 (Bergamaschi et al. 2004, 2006; Robinson et al. 2008; 

Samuels-Lev et al. 2001; Mantovani et al., 2007; Chick et al, non pubblicato). In questo 

lavoro peró, gli effetti sul riparo del DNA, attribuiti da iASPP, sembrano essere 

indipendenti da p53, in quanto la linea cellulare UISO-Mel6, usata per la maggior parte 

degli esperimenti, non esprime p53, sebbene, risultati non ancora pubblicati, 

dimostrano altresí nella stessa un’elevata espressione di p63. Il coinvolgimento della 

famiglia di p53, resta quindi ancora da chiarire e ulteriori studi saranno necessari a 

questo scopo, tenendo presente che MSH2 è uno dei target trascrizionali di p53 

(Scherer et al., 2000) e che quest’ultima risulti fosforilata in presenza di tale proteina 

(Roos et al., 2006).  

É noto inoltre che le proteine del sistema MMR siano implicate nell’attivazione 

dell’arresto del ciclo cellulare in fase G2/M mediata da ATR/Chk1 (Stojic et al, 2004; 
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Beardsley et al., 2005; Yoshioka et al., 2006; Wang et al., 2003), nonché da ATM/Chk2 

(Adamson et al., 2005). Altri studi, coinvolgono il sistema MMR nell’attivazione di 

segnali apoptotici in melanoma (Seifert et al., 2007) in seguito all’azione di raggi UVB. 

Sono noti diversi studi in cui si discute il coinvolgimento del sistema MMR 

nell’apoptosi mediata dall’agente terapeutico cisplatino, sia in cellule normali che 

cancerose. Il cisplatino infatti è un agente alchilante, il cui danno puó essere 

riconosciuto dal sistema MMR. è stato ampiamente dimostrato che cellule deficienti in 

Mismatch Repair risultano resistenti all’apoptosi mediata dal cisplatino (Aebi et al., 

1996; Drummond et al., 1996; Brown et al’, 1997; Fink et al., 1997; Papouli et al., 

2004) ma ci sono anche recenti studi che riportano risultati contrari. Ad esempio, Pani 

et al. (2007) mostrano come linee cellulari di cancro alle ovaie deficienti in MMR, 

siano piú resistenti all’azione apoptotica del cisplatino se confrontate con cellule 

competenti in MMR. Inoltre, uno studio effettuato su pazienti malati di cancro al 

polmone, ha dimostrato che una piú lunga sopravvivenza di pazienti trattati con 

cisplatino è strettamente correlata ad una minore espressione di MSH2, determinata 

istochimicamente su tessuti cancerosi (Kamal et al’, 2010). è stato inotre riportato che 

fattori apparteneti al MMR in melanoma, siano regolati dalla proteina oncogenica Myc. 

In particolare, la down-regolazione di Myc in cellule di melanoma, risulta in una ridotta 

espressione di MSH2 e MLH1 e in una maggiore apoptosi indotta da radiazioni 

ionizzanti (Bucci et al., 2003). Nel presente lavoro, sono riportati risultati simili che 

dimostrano come il silenziamento dell’oncogene iASPP, favorisca la riduzione 

dell’espressione di MSH2 risultando in un incremento dell’apoptosi mediata da 

cisplatino. La spiegazione di tale comportamento potrebbe essere che la riduzione di 

espressione e quindi di attivitá di MSH2 renda le cellule di melanoma meno capaci di 

riparare il danno dovuto sia alla normale replicazione del DNA durante il ciclo 

cellulare, sia provocato dal cisplatino, favorendo un accumulo di errori che la cellula 

non puó piú riparare e che favoriscono l’attivazione di segnali apoptotici. Resta tutt’ora 

da chiarire quali siano questi segnali apoptotici attivati e ulteriori studi saranno 

necessari anche per stabilire quale sia l’effetto sulla progressione del ciclo cellulare.  

I risultati mostrati in questa tesi, rendono interessante l’approfondimento del 

ruolo che iASPP gioca nel melanoma con particolare attenzione al controllo del 
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Mismatch Repair da esso mediato. Il cross-talk fra iASPP-MSH2 ed eventulamente 

iASPP-MLH1 potrebbe essere un fattore da tenere in considerazione da un punto di 

vista terapeutico dal momento che la ridotta chemiosensibilitá riscontrata in melanoma 

potrebbe anche essere addotta da un elevata attivitá di riparo al DNA mediata dal MMR 

attraverso iASPP. 
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