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Introduzione

Enrico Alleva

Laboratorio di Fisiopatologia di Organo e Sistema, ISS

e doverose celebrazioni del cinquantena-

rio della pubblicazione del “mitico” lavo-

ro degli scienziati James Watson e Francis

Crick (Watson JD, Crick FHC. Molecu-
lar structure of nucleic acids: a structure for deoxyri-
bose nucleic acid. Nazure 1953;171:737-738) impon-
gono riflessioni al composito universo della ricerca bio-
medica, inclusa la sua propaggine italiana. Invitiamo
percio i giovani a leggerlo e a discuterlo con i propri in-
segnanti; i meno giovani, a rileggerlo come spunto di
riflessione, meglio se collegiale.

Ma ¢ scopo di questo fascicolo tentare un’opera-
zione ambiziosa, quella di coinvolgere un pubblico di
giovani in eta scolare, con il duplice obiettivo di dif-
fondere alle giovani generazioni informazioni su quan-
to ¢ successo nel mondo scientifico nazionale e inter-
nazionale (e in particolare nell'Istituto Superiore di Sa-
nitd, fondato nel 1934 e quindi gia attivo da 19 anni
al momento della “scoperta” del DNA) e quello, pit
egoistico, di indirizzare potenziali talenti giovanili ver-
so l'osservazione e la sperimentazione scientifica: tra-
smettendo con le informazioni storiche e tecniche an-
che quella importantissima dose di passione per la
scienza cosi necessaria nelle attivita di crescita indivi-
duale e collettiva della cultura europea di questo Ter-
zo Millennio.

A loro, e ai loro insegnanti, ¢ infatti principal-
mente indirizzato que-
sto fascicolo: perché &
importante che nel for-
giarsi di talenti e di atti-
tudini una quota suffi-
ciente di giovani e gio-
vanissimi si avvicini

Nel 2003
si “celebra”

il cinquantenario

del DNA
precocemente ai labora-
tori e si avvii alla lettu-
ra di testi scientifici.
Senza questa opera di diligente osmosi tra mondo
della ricerca e mondo della scuola, il primo rischia
infatti di svuotarsi, ove non si impegni a stimolare
vocazioni nella fase, spesso carica di dubbi, che pre-
cede la scelta della facolta universitaria alla quale
iscriversi, a sua volta anche influenzata dalle letture

proposte nella scuola dell’obbligo - con le dovute
differenze legate al particolare livello scolare del ra-
gazzo o del bambino.

Certamente la biologia molecolare contemporanea,
che tanto deve a quegli
anni culminati nella suc-
citata pubblicazione di
Watson e Crick del
1953, mette a di-
sposizione della comuni-
ta scientifica strumenti

Scopo del fascicolo
e avvicinare
i giovani

alla ricerca scientifica
analitici estremamente
potenti. Questi strumen-
ti permettono oggi a un
numero crescente di laboratori di compiere di routine
analisi molecolari delle malattie di origine genetica.

Ma all'insegnante, piti che al ragazzo, ricordiamo
quali sono i rischi di un approccio eccessivamente
riduzionista: quello che propone una visione del “ge-
ne” immateriale, ma tale comunque da “spiegare” fe-
nomeni, non di rado complessi, come malattie in
realtd causate da una moltitudine di determinanti
genetici (a partire dalla patologia dei disturbi men-
tali per arrivare fino ai “geni” per I'aggressivita, la
criminalita violenta, le capacita intellettuali o addi-
ritctura I'imprenditorialita). Tutti spunti cui una di-
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vulgazione scientifica massificata ha attratto un pub-
blico desideroso di acculturarsi, ma sovente a scapi-
to della qualita dell'informazione trasmessa. Ed ¢
proprio compito dei ricercatori pill accorti fungere
da garanti per arginare le non poche facilonerie di-
vulgative cui le giovani generazioni rischiano di es-
sere esposte.

Oggi arrivare alle strutture del gene ¢ operazione
praticabile con crescente facilita. Questo risultato im-
portante, quasi rivoluzionario, permette di legare fun-
zioni biologiche a determinanti genotipici e ha aperto
quella fase, solo pochi lustri orsono im-
pensabile, della post-genomica, che se-
gue la descrizione di interi patrimoni
genetici e che potra produrre conoscen-
ze importanti e utili (come esemplifica-
to da alcuni degli esempi selezionati in
questo fascicolo) alle diagnosi e poten-
ziale cura di patologie contro le quali la
medicina contemporanea non ha anco-
ra a disposizione mezzi risolutivi.

Accanto a strumenti cosi potenti di analisi e di tra-
sformazione potenziale dei processi pil essenziali e ca-
ratteristici della materia vivente, mentre celebriamo la
biologia e la genetica molecolare mezzo secolo dopo la
pubblicazione di Watson e Crick, sorgono interroga-
tivi (se non dilemmi) etici cui la comunita scientifica,
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in armonico sentire con la societa civile e gli spiriti e
le coscienze piti sensibili, non puo restare indifferente.
Tecniche di clonazione, procedure diagnostiche per
malattie comunque incurabili, mercificazione a fini as-
sicurativi e di lucro delle vulnerabilita genetiche indi-
viduali, sono solo alcuni dei temi che scuotono oggi le
coscienze. E davvero importante che anche i giovani ne
abbiano sentore.

Infine va ricordato quanto la genetica molecola-
re abbia contribuito a sfatare miti nefasti della storia
recente, quei sottoprodotti di una cultura scientifi-
ca razzista e gerarchica che prevedeva “livelli supe-
riori e inferiori” per la comunita di esseri umani abi-
tanti dello stesso pianeta, con le terribili conseguen-
ze che non possiamo non ricordare assieme alle
gioiose scoperte biologiche. E infatti proprio con (o
meglio per mezzo della) genetica molecolare - e so-
prattutto della genetica di popolazione - che oggi
possiamo orgogliosamente affermare che il concetto
di “razza” ¢ scientificamente infondato. Che 'uma-
nita condivide con ogni individuo che la compone
una dose comune di determinanti genetiche. E se
oggi ¢ possibile distinguere da una caratteristica se-
condaria del patrimonio genetico umano, quale il
colore della pelle o I'altezza media della popolazio-
ne, un insieme infinitevole di popoli, altre caratteri-
stiche rendono invece geneticamente omogenea
quella umanita che solo una lettura perversa della
storia ha voluto suddividere.

Invitiamo con 'occasione di questo fascicolo i gio-
vani alla lettura di due importanti volumi. Il primo ¢
la storia, davvero avvincente, della “scoperta” del DNA:
James D. Watson, “La doppia elica: trent’anni dopo”,
Garzanti, Milano, 1982. Il secondo un’analisi divul-
gativa della genetica umana contemporanea: Richard
C. Lewontin, “La diversita umana’, Zanichelli, Bolo-
gna, 1987.

Concludiamo con una doverosa precisazione: il
fascicolo che segue tocca solo alcuni dei
temi coltivati presso I'Istituto Superio-
re di Sanita (ISS) che hanno diretta o
indiretta connessione tematica con la
scoperta di Watson e Crick. Ovvia-
mente limiti di spazio editoriale fanno
tralasciare tematiche attuali e impor-
tanti come le attivita legate ai trapian-
ti e la crescente rilevanza scientifica del-
la produzione di animali e piante transgeniche. Ab-
biamo perd la ragionevole certezza che un corpo in-
segnante impegnato € aggiornato sapra comunque
trovare spunti utili di informazione e lettura nel cre-
sciuto numero di pubblicazioni a carattere divulga-
tivo oggi offerto dal panorama editoriale italiano su
questi temi di scottante attualita.



Le “Printemps” del DNA
all’lstituto Superiore di Sanita

Piero Augusto Battaglia

Laboratorio di Biologia cellulare, 1SS

a Dott.ssa Maiola non deve aver fatto

molta fatica nel recuperare il fascicolo con

l'articolo di Watson e Crick sulla struttu-

ra a doppia elica del DNA giacente nella
sua biblioteca, sembra infatti che non I'abbia letto qua-
si nessuno tanto poco sono lise o segnate le due pagi-
nette di Nature che lo contengono.

Come mai |'articolo ¢ stato, al momento della pub-
blicazione nel 1953, cosi poco letto?

L'importanza del DNA come elemento unificante
di diverse problematiche biologiche ha seguito un lun-
go processo: esperimenti in diversi campi della biologia
sono stati necessari per porlo al centro del pensiero bio-
logico. Maggiore resistenza a seguire nuove strade speri-
mentali aperte dalla proposta di Watson e Crick sono
apparse in Italia e quindi nel nostro Istituto proprio li
dove maggiori erano stati i successi.

Si pensi, ad esempio, al Laboratorio di Parassitolo-
gia dell'ISS che usciva appena nel 1953, data della pub-
blicazione "dell'articoletto”, dal successo ottenuto nel
1949: I'eradicazione della malaria dal nostro territorio
a cui il laboratorio aveva fortemente contribuito.

Naturalmente cid non ha impedito che il lavoro
sperimentale seguisse alterne vicende e raggiungesse
pionieristici risultati: nello stesso laboratorio di Paras-
sitologia, ad esempio, vengono isolati neuropeptidi
stimolanti il cardia degli insetti da parte di Nora Fron-
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tali. O, d'altra parte, non ¢ stato impedito che venis-
sero presentati, negli anni appena seguenti, program-
mi di prestigio sui carboidrati da Francesco Pocchiari
e i suoi allievi, nello sforzo di comprendere le basi del
diabete, senza perd raggiungere in questo caso risulta-
ti scientifici duraturi.

Tra la fine degli anni
cinquanta e i primi anni
sessanta, la struttura del
DNA raggiunge, a causa
delle numerose prove
sperimentali a favore (ma
pitt ancora grazie alla ca-
pacita del modello fun-
zionale suggerito, di dare
spiegazione a vecchi e nuovi problemi biologici) una sua
saldezza sperimentale e un suo valore di guida, come mai
nessun concetto biologico aveva raggiunto nel corso di
tanti anni.

Nasce in questi anni (1951) nell'Istituto di Sanita il
Centro Internazionale di Chimica Microbiologica, che
ha avuto importanza nel costruire in Italia una cultura
per lo sviluppo e la produzione autonoma degli anti-
biotici in un momento storico segnato da scontri duris-
simi e chiusure tra mondi separati da opposte ideologie.
Il Centro ha presentato sempre una notevole apertura a
concedere ceppi produttori di antibiotici ai Paesi che li
richiedessero. In questo ambito vennero concessi ceppi
“alti produttori” di antibiotici, ai ricercatori sovietici, su-
perando I'embargo posto dagli Stati Uniti, permettendo
l'uso della terapia antibiotica nell’'Unione Sovietica. Il
clima cupo in cui queste vicende si svolgevano ¢ ben rap-
presentato da un film di quegli anni “Il terzo uomo” di
Orson Welles, recentemente restaurato.

Proprio nel Centro e nel Laboratorio di Fisica del-
I'ISS appare lo sforzo sperimentale di due gruppi di-
stinti: quello di Giuseppe Sermonti e Giorgio Mor-
purgo e poi del loro allievo Angelo Carere e quello di
Mario Ageno, Gianfranco Donelli e Clara Frontali nel
Laboratorio di Fisica.

A Sermonti e Morpurgo, il fatto di avere idee pro-
fondamente diverse (I'uno giovanissimo aderente alla
repubblica di Salo, l'altro perseguitato razziale) non

Diversi settori
delle ricerche svolte
in ISS sono direttamente
influenzati
dalla scoperta del DNA
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impedisce di sviluppare un unico e originale approc-
cio alla ricerca sul genoma, che si distingue per auto-
nomia dall'ispirazione coloniale di Chain, Direttore
del Centro, che pur tra i tanti meriti, favorisce uno svi-

luppo del lavoro applicato ai microrganismi fonda-
mentalmente teso a costruire prodotti che possano es-
sere trasferiti e a favorire una gestione dell'organizza-
zione del lavoro cosi autoritaria da partorire, in ultima
analisi, la “rivolta” degli anni 1969-70.

Sermonti, infatti, sviluppa la genetica dei micror-
ganismi di uso farmaceutico (Penicilium e Streptomy-
ces) non solo al fine di comprendere quali geni siano
coinvolti nella sintesi e nel metabolismo degli antibio-
tici, per costruire un organismo alto produttore, ma
servendosi di questi microrganismi come modello fa-
vorevole per la comprensione della struttura e della
funzione del genoma.

La costruzione di questo pensiero (a cui collabore-
ra, negli anni che verranno, il suo allievo Carere) pro-
duce come risultati la mappatura del genoma dello
Streptomyces, la scoperta che questo organismo usa, per
molti geni, lo stesso sistema con cui l'Escherichia coli re-
gola i suoi geni (operon), e che la ricombinazione av-
viene in questo organismo non con la stessa frequen-
za lungo tutto il DNA del cromosoma, ma con punti
di discontinuita e con punti di alta frequenza di ri-
combinazione sottolineando cosi, come il DNA non
abbia proprieta uniformi lungo tutta la molecola.

Morpurgo, allievo insieme a Sermonti di Guido
Pontecorvo, usa I'Aspergillo, una muffa facilmente col-
tivabile, come modello per comprendere come fun-
ziona il genoma di un organismo superiore.

Questo organismo, infatti, grazie al suo ciclo vitale
particolare che mima in parte quello di un organismo
sessuato, ha una fase in cui i patrimoni genetici di due
cellule diverse possono essere fusi in un'unica cellula
per risepararsi poi dopo l'assortimento indipendente
dei cromosomi. Questa proprieta permettera a Mor-
purgo di comprendere, grazie proprio all'Aspergillo, il
meccanismo di non disgiunzione con cui possono ve-
nir persi o acquistati i cromosomi, fenomeno che ¢ al-
la base, tra l'altro, di numerose malattie umane.
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Parallelamente, nel Laboratorio di Fisica, Ageno,
Donelli e Frontali, lavorando su un gigantesco virus
del Bacillum megaterium, si pongono il problema co-
me la testa del virus possa contenere un DNA migliaia
di volte piti grande. Il problema ¢ affrontato al livello
molecolare e al microscopio elettronico per la struttu-
ra: nel loro lavoro c'¢ gia I'intuizione di quella che di-
verra la moderna topologia del DNA (configurazione
del DNA nello spazio) e lo studio dell'interazione tra
DNA e proteine.

I due gruppi, perd, operano ognuno seguendo i
propri strumenti di lavoro teorico e sperimentale, sen-
za alcun punto di incontro. Conseguenza questa pilt
dello stato della ricerca biologica di quel momento,
che di altre ragioni.

E soltanto infatti, con la seconda rivoluzione bio-
logica, con I'apparire del metodo dell'ingegneria ge-
netica che per raggiungere uno stesso obiettivo speri-
mentale convergono nello stesso lavoro tecniche e im-
postazioni che vengono dalla genetica, dalla biologia
cellulare, dalla microbiologia, dallo studio della strut-
tura, fino allora separate e distinte.

Il problema della struttura e della regolazione del
genoma, poteva fino alla fine degli anni '60 e ancora
nei primi anni '70, essere affrontato con difficili tec-
niche d'ibridazione molecolare, quali il Cot o il Rot.
La difficolta sperimentale di queste tecniche limitava
I"accesso allo studio del genoma a pochi gruppi e a non
molte persone. A partire da questi anni, con il meto-
do dell'ingegneria genetica, ogni gene pud essere iso-
lato e studiato da uno studente anche senza forte base
teorica e sperimentale, ma in possesso di un protocol-
lo chiaro da eseguire correttamente.

E questa la straordinaria possibilita che ha fatto del-
I'ingegneria genetica un metodo di lavoro fortemente
democratico, allargando da poche centinaia a centi-
naia di migliaia le persone che lavorano in biologia.

Dalla struttura del DNA all'ingegneria genetica si
¢ cosl prodotto un profondo cambiamento nell'orga-
nizzazione del lavoro scientifico.

Le conseguenze nel pensiero biologico e nell'orga-
nizzazione sociale del lavoro sono alla base del lavoro
sperimentale che si svolge dal '70 a oggi anche nei no-
stri laboratori.

Questa straordinaria espansione del numero di co-
loro che lavorano in biologia, rispetto ai pochi che vi
lavoravano un tempo, sembra essere una garanzia per
il controllo di esperimenti come la clonazione.

Bastera un allargamento della "base democratica”
per garantire che il controllo sia efficace?

Sfide e limiti sono cosi sempre presenti e tra i peri-
coli, quello di ridurre tutto il pensiero biologico a dia-
gnosi (quale gene ¢ responsabile di una certa malattia)
e di identificare tutta la biologia con la malattia.



Il DNA: una struttura
in movimento

Filomena Mazzei

Laboratorio di Fisica, ISS

ella gran parte dei testi didattici il DNA ¢
rappresentato come una perfetta struttu-
ra regolare a doppia elica, cosi come de-
scritto da Watson e Crick.

Una raffigurazione complessivamente monotona
dal punto di vista strutturale. Le basi azotate infatti so-
no disposte all'interno, ortogonalmente all’asse dell’e-
lica, mentre lo zucchero ed il fosfato costituiscono la
parte “visibile” all’esterno della molecola. Lorienta-
mento dei due filamenti ¢ antiparallelo e I'elica ¢ av-
volta in senso orario. La struttura & stabilizzata dai le-
gami tra le basi presenti nei due filamenti comple-
mentari e da interazioni tra basi successive dello stes-
so filamento. Questa raffigurazione lascia immaginare
che la specificita della sequenza sia “leggibile” sono
aprendo la doppia elica.

In realta la struttura del DNA ¢ molto meno sem-
plice e regolare dell'immagine che siamo abituati a ve-
dere. Piccole variazioni nell’orientamento relativo del-
le basi, dipendenti dalla sequenza, introducono per-
turbazioni nella struttura dell’elica che localmente pos-
sono determinare una diversa modulazione dei solchi

Realizzato da Serguei Charonnine, Liceo Ginnasio
"Virgilio” di Roma, 22 |

del DNA, della distanza tra i due filamenti o della in-
terazione tra basi vicine, e costituire motivi struttura-
li di riconoscimento nell'interazione con le proteine o
altri ligandi.

In alcuni casi, la presenza di particolari ripetizioni
di basi si traduce macroscopicamente nella formazio-
ne di strutture con una curvatura stabile o puo dare
luogo alla formazione di triple o quadruple eliche.

Deviazioni dalla classica regolare struttura a doppia
elica sono anche descritte nel caso di DNA contenen-
ti dei danni alle basi,
quali quelli causati dal-
'esposizione alla radia-
zione ultravioletta. La
formazione del dimero di
pirimidina, il danno pit
frequentemente indotto
dall’esposizione all’'UV,
determina, ad esempio,
una distorsione della struttura al sito del danno (una
piegatura), riconoscibile dagli enzimi di riparo.

Sono stati fatti diversi tentativi per trovare delle
regole per predire la struttura tridimensionale a par-
tire dalla sequenza e quindi dalla conoscenza dell’o-
rientamento delle basi e delle coppie di basi. La pos-
sibilita di disporre di oligonucleotidi sintetici e lo
sviluppo della diffrazione a raggi X su singolo cri-
stallo ha oggi enormemente aumentato il numero di
strutture studiate e pitt di 1 000 strutture diverse so-
no depositate presso la banca dati della Rutgers Uni-
versity, rendendo pil agevole lo sviluppo di studi di
questo tipo.

Ma, il DNA puo essere oggi descritto anche consi-
derando la quarta dimensione, ossia il tempo. Il DNA &
generalmente immerso in un bagno termico e i suoi ele-
menti strutturali sono sottosposti a un continuo movi-
mento, al quale contribuiscono in modo significativo
anche gli urti con le altre molecole presenti in soluzio-
ne, l'interazione con le proteine, farmaci e ligandi in ge-
nere. Questi movimenti avvengono nel DNA in una sca-
la dei tempi che si estende dai femtosecondi (10-15s) a
qualche secondo. Solo per fornire un esempio, le defor-
mazioni nella direzione parallela e perpendicolare all’as-

La struttura del DNA
€ meno regolare
della doppia elica

con cui di solito
viene rappresentata

Not Ist Super Sanita 2003; 16 (2) Suppl 1
© Istituto Superiore di Sanita



Notiziario

dell’lstituto Superiore di Sanita

se principale dell’elica avvengono in tempi dell’ordine
dei nanosecondi (10-%), mentre lo srotolamento di un’e-
lica dovuta alla rottura dei legami idrogeno avviene con
tempi 1 000 volte pitt lunghi. Lo studio dei moti del
DNA pud contribuire alla comprensione delle reazioni
che avvengono in quegli intervalli temporali e pud per-
mettere la stima delle di-
mensioni, della forma e
della flessibilita delle mo-
lecole.

Per poter studiare i
fenomeni che avvengono
a tempi cosi brevi sono
necessarie apparecchiatu-
re sofisticate tra cui ri-
cordo la risonanza ma-
gnetica nucleare, il ight scattering dinamico e tecniche
di fluorescenza dinamica.

Presso il Laboratorio di Fisica dell'ISS sono studia-
te con tecniche di fluorescenza le proprieta dinamiche
di frammenti di DNA aventi sequenze particolari e le
variazioni dovute all'introduzione di modifiche strut-
turali (danni ossidativi, tagli sul singolo filamento, si-
ti abasici). C’¢ infatti una crescente evidenza speri-
mentale che la sequenza del DNA influenzi anche la
sua capacita di compiere movimenti intorno all’asse
principale o nella direzione a essa perpendicolare, os-
sia la sua rigiditd, parametro che puo avere un ruolo ri-
levante nell’associazione tra regioni distanti del DNA
e tra il DNA e le proteine (Figura).

Il DNA
puo essere descritto
considerando anche
la quarta dimensione:
il tempo
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Figura - Principali parametri che descrivono I'orienta-
mento relativo di coppie di basi successive (a-c) e di basi
appaiate (d) nel DNA

Attraverso I'applicazione di tecniche di anisotro-
pia di polarizzazione della fluorescenza (FPA) sono
studiate le proprieta elastiche del DNA, mentre con
la tecnica della Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET) dinamica sono studiati gli effetti di
possibili deformazioni locali, indotte dalla presenza
di un singolo danno, sulla struttura globale del
DNA. In entrambi i ca-
si il principio della tec-
nica si basa sull’eccita-
zione di un marcatore
fluorescente, legato al
DNA, con luce laser di
opportuna lunghezza
d’onda, modulata in
frequenza, e sullo stu-
dio del decadimento dell’emissione. Recentemente
¢ stato possibile stabilire che un singolo danno ossi-
dativo o lesioni multiple possono modificare la ri-
gidita nella regione del DNA che li contiene, e che
questo cambiamento pud costituire un segnale per
il riconoscimento e il legame dell’enzima di riparo
specifico.

Nel Laboratorio
di Fisica dell'ISS
vengono studiate
le proprieta dinamiche
del DNA con tecniche
di fluorescenza



Il DNA: contributo allo studio
del differenziamento cellulare

Giovanna Marziali e Ugo Testa

Laboratorio di Ematologia ed Oncologia, ISS

li organismi multicellulari sono costituiti da

una molteplicita di tessuti diversi nei quali

elementi cellulari sviluppatisi durante stadi

precoci dello sviluppo em-
brionale acquisiscono progressivamente
capacita strutturali e funzionali altamen-
te specializzate. Questo processo di diffe-
renziazione cellulare implica lo sviluppo,
da parte delle cellule, di programmi di
espressione genica differenziale che con-
sentono alle cellule stesse di sviluppare
proprietd e caratteristiche differenti a se-
conda dei vari tessuti.

Il processo di differenziazione cellulare non avvie-
ne solo durante la vita embrionale, ma anche durante
la vita adulta in quanto le cellule di molti tessuti han-
no una vita limitata, molto piti breve di quella dell'in-
dividuo, e quindi necessitano di essere rimpiazzate da
cellule nuove sviluppatesi tramite un processo diffe-
renziativo a partire da cellule indifferenziate, note co-
me cellule staminali. Esempi di queste cellule sono rap-
presentati dalle cellule della mucosa intestinale che
vengono rimpiazzate continuamente attraverso nuovi
elementi cellulari derivati dalla differenziazione pro-
gressiva di cellule staminali presenti nelle cripte inte-
stinali o dalle cellule del sangue che hanno un’emivita
breve e devono essere rimpiazzate di continuo da nuo-
vi elementi cellulari prodotti nel midollo osseo.

LA DIFFERENZIAZIONE EMOPOIETICA

La differenziazione emopoietica rappresenta il mo-
dello meglio studiato di differenziazione cellulare. Le-
mopoeisi viene mantenuta e trae origine a partire da cel-
lule pluripotenti staminali che sono in grado sia di au-
toreplicarsi sia di differenziare in tutti i vari tipi di cel-
lule del sangue. Le cellule pluripotenti staminali emo-
poietiche sono anche in grado di generare cellule endo-
teliali. Queste cellule staminali pluripotenti emopoeiti-
che sono molto rare e non rappresentano pitt di una cel-
lula su 105 cellule di midollo osseo; possono essere iden-
tificate in base a studi funzionali e in base alla presenza
di antigeni di membrana. Il primo prodotto del diffe-
renziamento delle cellule staminali emopoietiche pluri-

Le cellule di molti
tessuti hanno vita
limitata e quindi
devono essere
sostituite da cellule
nuove

potenti ¢ rappresentato da altre cellule staminali pluri-
potenti con capacita di ripopolamento iz vivo pitt limi-
tate rispetto alle cellule madri. Succesivamente, queste
cellule generano delle cellule figlie che cor-
rispondono ai progenitori multipotenti
linfoidi e mieloidi: i primi generano tutti
i tipi di cellule linfoidi, linfociti T, B, NK
e cellule dendritiche; i secondi generano
granulociti, monociti, megacariociti, eri-
trociti e cellule dendritiche. Successiva-
mente ciascuno di questi due progenitori
genera 1 progenitori commissionati, cio¢
quelle cellule che sono in grado di genera-
re in vitro colonie composte da un solo tipo di cellule:
ad esempio, le CFU-G sono quei progenitori in grado
di generare in vitro colonie composte da granulociti. La
differenziazione dei progenitori nelle cellule mature del
sangue avviene attraverso una serie di stadi intermedi di
differenziazione, rappresentati dai precursori dei vari ele-
menti del sangue, e che rappresentano la maggior parte
delle cellule presenti nel midollo osseo.

Lo sviluppo di tecniche di purificazione dei proge-
nitori emopoeitici e di coltura 7z vitro di queste cellu-
le in modo da consentirne la differenziazione selettiva
lungo una singola linea emopoietica ha fornito uno
strumento prezioso e di fondamentale importanza per
lo studio della differenziazione emopoeitica.
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Figura 1 - Ruolo dei fattori trascrizionali nel controllo del differenziamento emopoietico. L'ematopoiesi viene man-
tenuta da cellule staminali pluripotenti che hanno la proprieta sia di autoreplicare che di differenziare. | primi pro-

dotti del differenziamento di queste cellule sono delle cel
re tutti i tipi di cellule linfoidi e mieloidi. Questo progenito

lule staminali progenitrici multipotenti in grado di genera-
re comune totipotente differenzia in due tipi diversi di pro-

genitori multipotenti: il progenitore linfoide comune che genera tutti i tipi di cellule linfoidi (linfociti B, linfociti T, lin-
fociti NK e cellule endoteliali di origine linfoide); il progenitore mieloide comune che genera tutti i tipi di cellule mie-
loidi (monociti, granulociti, eritrociti, megacariociti e cellule dendritiche di origine mieloide). Nello schema vengono

riportati i principali fattori trascrizionali che agiscono a va

FATTORI DI TRASCRIZIONE
E DIFFERENZIAZIONE EMOPOIETICA

Questo complesso scenario di cambiamenti di ti-
pi cellulari osservato durante la differenziazione emo-
poietica sottintende altrettante complesse modifica-
zioni a livello genico. Pertanto, il differenziamento
cellulare implica un diverso spettro d’espressione ge-
nica in cellule che hanno differenziato in maniera di-
versa. Questo programma di regolazione genica ne-
cessita di un coordinamento e di un controllo gene-
rale che ¢ effettuato fondamentalmente attraverso fat-
tori trascrizionali, in altre parole delle proteine che si
legano a sequenze specifiche di DNA, presenti a li-
vello di geni specifici, i geni bersaglio di questi fatto-
ri stessi. In seguito a questo legame, batterie di geni
bersaglio sono attivati o inibiti nella loro espressione.
Durante il differenziamento emopoietico i fattori tra-
scrizionali agiscono in modo sequenziale e I'attivita
di alcuni di questi fattori ¢ richiesta per le fasi molto
precoci dell’emopoiesi (differenziamento delle cellu-
le pluripotenti staminali), mentre I'attivita di altri fat-
tori ¢ richiesta a livello del differenziamento dei pro-
genitori e precursori emopoietici (Figura 1). Ad esem-
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ri stadi del processo differenziativo

pio, nelle cellule eritroidi pochi fattori trascrizionali,
quali GATA-1, Tal-1, NF-E2, GFI-1B, LMO2 ed
EKLE, agiscono in concerto regolando I'espressione
di centinaia di geni bersaglio e cosi determinano lo
sviluppo delle cellule eritroidi (Figura 2). La muta-
zione di uno di questi fattori trascrizionali determina
la completa inibizione della differenziazione eritroide
o il suo blocco a un determinato stadio differenziati-
vo. A livello dei progenitori linfoidi comuni la scelta
differenziativa ¢ dettata da segnali extra e intracellu-
lari: 'interazione di queste cellule con il ligando Del-
tal del recettore NOTCH-1 di membrana determi-
na il commissionamento di queste cellule in senso
T/NK linfoide, con inibizione di una possibile diffe-
renziazione B linfoide; successivamente il differenzia-
mento del progenitore comune T/NK linfoide in sen-
so NK linfocitario richiede I'espressione e gli effetti
del fattore trascrizionale 1d2, mentre il differenzia-
mento in senso T linfocitario richiede I'espressione e
I’azione dei fattori trascrizionali HEB/E2A, Ikaros e
c-myb. Infine, il differenziamento B linfoide del pro-
genitore linfoide comune richiede I'attivita dei fatto-
ri trascrizionali E2A, EBF e Pax5.
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Figura 2 - Rappresentazione schematica del processo differenziativo eritroide e dei fattori trascrizionali che regola-
no questo processo. Le cellule eritroidi originano a partire da progenitori eritroidi che inizialmente sono rappresen-
tati dalle BFU-E primitive, poi dalle BFU-E tardive e infine dalle CFU-E. | processi differenziativi delle CFU-E si identifi-
cano con gli stadi maturativi eritroidi che vengono rinvenuti tramite analisi morfologica degli eritroblasti presenti nel
midollo osseo (proeritroblasto—eritroblasto basofilo—eritroblasto policromatofilo—eritroblasto acidofilo). Nel mez-
zo vengono riportati i principali fattori trascrizionali che agiscono sull’eritropoiesi, indicando gli stadi differenziativi
durante i quali questi fattori sono espressi. Infine, in basso, viene mostrato come questi fattori trascrizionali agisco-
no nel modulare I'espressione di geni bersaglio nelle cellule eritroidi, cioe formando dei complessi multimerici nei qua-

li alcuni di questi fattori interagiscono fra di loro

RUOLO DEI FATTORI TRASCRIZIONALI NF-Y
ED ETS-1 NELLA DIFFERENZIAZIONE
EMOPOIETICA E DEI COMPLESSI
TRASCRIZIONALI MULTIMERICI

NELLA DIFFERENZIAZIONE ERITROIDE

Durante il processo differenziativo i fattori di tra-
scrizione hanno un ruolo centrale nel regolare I'e-
spressione di geni bersaglio. Queste proteine agiscono
sia attivando 'espressione di geni indispensabili per ac-
quisire specifiche funzioni cellulari che disattivando
Iespressione di geni che non devono essere espressi du-
rante il differenziamento di un determinato tessuto.

E facile quindi capire che queste proteine devono
essere sottoposte a uno stretto controllo che regoli la lo-
ro funzionalitd, in quanto 'attivazione sbagliata di un
gene potrebbe portare a morte cellulare.

[ fattori trascrizionali possono essere regolati attra-
verso molteplici meccanismi, quali la degradazione
proteica, l'attivazione e inattivazione attraverso modi-
ficazioni post-traduzionali, localizzazione nucleare e
autoinibizione.

Come esempio di controllo di funzionalita di un
fattore trascrizionale si pud citare NE-Y. Questo fatto-
re di trascrizione ¢ composto da tre subunita A, Be C
che devono essere associate tra di loro per rendere at-
tivo il fattore trascrizionale. Durante il differenzia-
mento da monocita a macrofago il fattore NF-Y rapi-
damente si attiva ed ¢ strettamente necessario per in-

durre numerosi geni che sono essenziali al macrofago
per svolgere le sue funzioni. Per evitare 'espressione di
questi geni a un errato stadio maturativo la subunita
A ¢ assente nel monocita e solo successivamente viene
sintetizzata.

Un altro esempio di regolazione di un fattore di
trascrizione durante il differenziamento emopoietico
¢ Ets-1. Durante leritropoiesi Ets-1 deve essere inatti-
vato per permettere 'espressione di geni essenziali per
una cellula eritroide quale il recettore della transferri-
na, che serve a fare entrare il ferro negli eritroblasti, e
le globine, che sono i costituenti proteici dell'emoglo-
bina. La sua inattivazione avviene tramite I'estrusione
dal nucleo, cosi inibendone la funzione.

Infine, un ulteriore esempio di regolazione di un
intero gruppo di fattori trascrizionali ¢ fornito da quei
fattori trascrizionali attivi sull’eritropoiesi, quali GA-
TA-1, NF-E2, LMO2, EKLF e Tal-1. Questi fattori
presentano una cinetica d’espressione molto simile du-
rante il differenziamento eritroide e agiscono in con-
certo da un punto di vista sia funzionale che struttura-
le: essi formano, infatti, un complesso trascrizionale
multimerico (Figura 2). In accordo con queste osser-
vazioni, molti studi indicano che la funzione di alcuni
di questi fattori trascrizionali richiede piti 'integrita di
domini della molecola attraverso i quali questi fattori
interagiscono con altri fattori trascrizionali, che dei do-
mini attraverso i quali questi fattori si legano al DNA.
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La scoperta del DNA

e | tumori

Ugo Testa

Laboratorio di Ematologia ed Oncologia, ISS

idea che il cancro sia una malattia legata

a mutazioni a livello di cellule somatiche

¢ nata prima della scoperta della doppia

elica del DNA. Questa teoria ha il suo
punto d’inizio nei primi anni del XX secolo in segui-
to a una serie di osservazioni effettuate dall’embrio-
logo Teodoro Boveri che mostravano la presenza di
un numero abnorme di cromosomi in cellule soma-
tiche cancerose.

La scoperta poi della struttura del DNA ha dato un
impulso fondamentale allo studio delle basi genetiche
del cancro, in particolare per quanto riguarda gli stu-
di di mutagenesi (agenti mutageni modificano la se-

Realizzato da Paolo Castelluccio, Liceo Ginnasio
“Virgilio” di Roma, 22 |
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quenza nucleotidica di alcuni geni e tramite tale mec-
canismo favoriscono I'insorgere dei tumori) e lo studio
delle anomalie di ricombinazione che sono degli even-
ti chiave nello sviluppo
di molte neoplasie (ad

esempio, le traslocazioni
La scoperta

della struttura del DNA
ha dato impulso
allo studio delle basi
geniche del cancro

cromosomiche che de-
terminano la formazione
di cromosomi ibridi, do-
ve un cromosoma si vie-
ne a trovare giustapposto
a un altro cromosoma).
Successivamente, 'anali-
si molecolare di alcune di queste traslocazioni ha mo-
strato che I'evento di ricombinazione abnorme porta
in genere alla formazione di un gene di fusione e quin-
di di una proteina di fusione, cio¢ una proteina che
contiene la sequenza aminoacidica di due proteine di-
verse. | geni coinvolti in questi eventi di fusione sono
implicati nel controllo della proliferazione e differen-
ziazione cellulare.

NOZIONI DI BASE SULLE NEOPLASIE

Nelle ultime quattro decadi ¢ stata accumulata una
considerevole mole di evidenze in favore della teoria
del patologo Boveri secondo cui il cancro ¢ una ma-
lattia somatica genetica.

E bene partire dal concetto di base di che cosa &
una neoplasia. All'origine della formazione dei tumori
avvengono degli eventi in seguito ai quali una cellu-
la perde i meccanismi di controllo della proliferazio-
ne cellulare. Quando questa cellula genera cellule fi-
glie che hanno perso come la cellula madre la capaci-
ta di avere un controllo normale della proliferazione
cellulare la conseguenza ¢ che progressivamente si for-
ma un clone di cellule capaci di andare incontro a
espansione indefinitamente. Alla fine di questo pro-
cesso si ha la formazione di una massa di cellule, chia-
mata tumore, a partire da questo clone di cellule tra-
sformate. Alcuni tumori non hanno delle conse-
guenze importanti sul piano della salute poiché il pro-
cesso di crescita del clone tumorale rimane circo-
scritto; altri tumori, hanno invece la capacita di svi-
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luppare una crescita invasiva e quindi si diffondono
in varie sedi anatomiche causando una malattia gra-
ve sotto il profilo clinico. I tumori sono in genere cau-
sati da mutazioni a livello del materiale genetico, ma
esistono due differenze importanti frai -
tumori e le malattie su base genetica.
La prima differenza ¢ che il cancro ¢
causato solo da mutazioni che avven-
gono a livello di cellule somatiche,
mentre le malattie genetiche sono cau-
sate solamente da mutazioni che av-
vengono nella linea germinale e sono
quindi trasmesse ereditariamente. Al-
cuni individui, tuttavia, hanno muta-
zioni genetiche ereditarie che, pur non causando di
per sé la genesi di un tumore, predispongono allo svi-
luppo del tumore stesso. La seconda differenza ¢ che
un singolo tumore non deriva da una singola muta-
zione genica, ma dall’'accumulo progressivo nel tem-
po di almeno 3 mutazioni geniche (ma che possono
arrivare fino a 20) a livello di geni che sono implica-
ti nel controllo della proliferazione e differenziazione
cellulare (Figura 1).

ANOMALIE MOLECOLARI
NELLE LEUCEMIE ACUTE

Le leucemie sono neoplasie delle cellule del san-
gue e rappresentano forse i tumori meglio studiati
da un punto di vista molecolare. Le leucemie sono
stati i primi tumori che hanno portato storicamen-

BRC/ABL, TEL/PDGFR-J,
N-RAS, FIT3, C-Kit

mutazione

effetto

LEUCEMIA

ACUTA

te alla scoperta di traslocazioni cromosomiche spe-
cifiche. Allo stato attuale delle conoscenze sono sta-
te rinvenute anomalie cromosomiche nel 60-65%
delle leucemie acute: queste anomalie sono per lo
piti rappresentate da traslocazioni cro-
mosomiche e pill raramente da inver-
sioni cromosomiche. Entrambe queste
anomalie hanno come conseguenza la
formazione di proteine di fusione che
svolgono un ruolo chiave nel determi-
nare lo sviluppo della leucemia e in
particolare esplicano un’azione d’ini-
, bizione della differenziazione cellula-

re. Una delle caratteristiche peculiari
delle cellule leucemiche consiste, infatti, nel blocco
della differenziazione cellulare a livello di stadi piu
0 meno precoci in base al tipo di leucemia. I geni pitt
frequentemente implicati nelle traslocazioni sono i
geni che codificano per i fattori trascrizionali.

In aggiunta a queste lesioni molecolari, che sono
specifiche per un determinato tipo di leucemia, so-
no poi rinvenute nelle cellule leucemiche altre ano-
malie genetiche, quali mutazioni di recettori di fat-
tori di crescita 0 mutazioni dei geni RAS o muta-
zioni di cosiddetti tumor suppressor, quali retinobla-
stoma e p53. Le mutazioni di questi geni conferi-
scono un vantaggio proliferativo alle cellule leuce-
miche. La cooperazione fra questi due tipi di geni
mutati determina lo sviluppo della leucemia e delle
sue caratteristiche.

AML 1/ETO0, AML/RAR-,
AML 1/EV1, TEL/AML 1
CBFpB /SMMHC

Figura 1 - Due tipi di mutazioni diverse cooperano allo sviluppo delle leucemie acute. In base a questo modello sche-
matico le leucemie derivano dalla cooperazione di due tipi diversi di mutazioni: mutazioni di classe | che hanno co-
me effetto di determinare uno stimolo proliferativo e un’inibizione dell’apoptosi; mutazioni di classe Il che determi-
nano un'inibizione della differenziazione. In ogni singola leucemia vengono rinvenute sia mutazioni di classe | che di

classe Il
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LA PROTEINA DI FUSIONE PML/RAR«
DETERMINA UN BLOCCO
DELLA DIFFERENZIAZIONE CELLULARE

Esiste una forma particolare di leucemia acuta, no-
ta come leucemia acuta promielocitica, nella quale si
ha un blocco della differenziazione cellulare allo stadio
di promielocita. In questa leucemia, che ¢ identificata
a livello morfologico in base alla presenza di blasti leu-
cemici che contengono numerosi granuli azzurrofili
nel loro citoplasma, ¢ riscontrata quasi costantemente
una traslocazione fra i cromosomi 15 e 17 con punti
di rottura a livello della sequenza codificante il recet-
tore o dell’acido retinoico sul cromosoma 17 e la se-
quenza codificante il fattore trascrizionale PML sul
cromosoma 15. Il gene di fusione PML/RARa che ne
risulta ¢ trascrizionalmente attivo e codifica una pro-
teina di fusione PML/RAR.

La capacita della proteina di fusione PML/RARa
d’inibire la differenziazione cellulare ¢ stata determina-
ta tramite esperimenti condotti presso il nostro Labo-
ratorio in collaborazione con I'Istituto di Ematologia di
Perugia, nei quali il gene PML/RARa ¢ stato dapprima
clonato, poi introdotto in una linea cellulare promo-
nocitaria, denominata U-937. Lespressione di questo
gene nelle cellule U-937 ne ha determinato un blocco
differenziativo (le cellule non differenziano pit in se-
guito a esposizione ad agenti induttivi del differenzia-
mento quali un derivato della vitamina D3), uno sti-
molo proliferativo e una ridotta sensibilita a stimoli
apoptotici. Queste osservazioni sono state importanti
in quanto hanno mostrato con chiarezza che la protei-

na di fusione PML/RAR, patognomica della leucemia
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Figura 2 - La proteina di fusione PML/RAR-a blocca il
differenziamento cellulare tramite un meccanismo di re-
pressione sulla trascrizione genica, grazie alla formazio-
ne di un repressore trascrizionale tramite interazione con
un corepressore e con istone deacetilasi. Il trattamento
con acido retinoico determina la dissociazione dei core-
pressori da PML/RAR-a. con conseguente trasformazione
in un complesso attivatorio trascrizionale tramite intera-
zione con coattivatori ad acetiltransferasi

promielocitica, conferisce da sola alle cellule leucemiche
le loro caratteristiche essenziali, in particolare per quan-
to riguarda il blocco del differenziamento.

E altresi importante notare che queste osservazioni
hanno avuto anche delle importanti ripercussioni nel-
lo sviluppo di una terapia razionale di questa forma
particolare di leucemia acuta. Infatti, in base a una se-
rie di studi, si ¢ arrivati a comprendere che le proteine
di fusione PML/RAR« si legano a corepressori tra-
scrizionali che legano a loro volta delle istone deaceti-
last; il trattamento con acido retinoico dissocia i core-
pressori dalla proteina PML/RARa e la trasforma tra-
mite questo meccanismo in un attivatore con conse-
guente attivazione dei geni dipendenti dall’acido reti-
noico (vitamina A, essenziali per la maturazione della
linea granulocitaria) (Figura 2).



Danno al DNA:
mutazioni e tumori

Eugenia Dogliotti e Margherita Bignami
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a scoperta della struttura del DNA ha po-

sto le basi per la conoscenza dei vari tipi di

mutazioni che insorgono nel genoma in se-

guito alla presenza di danno al DNA. Que-
sto pud essere la conseguenza di eventi spontanei o di
esposizioni di tipo ambientale. I cancerogeni ambientali
e/o i loro metaboliti causano mutazioni attraverso la
formazione di addotti covalenti con il DNA che au-
mentano la probabilita di errori durante il processo di
replicazione (Figura). I fotoprodotti indotti da luce UV
cosi come gli addotti ingombranti prodotti dal fumo di
sigaretta possono rendere la base modificata “illeggibi-
le” da parte della DNA polimerasi che tendera a inseri-
re una base errata di fronte alla lesione. La scoperta del
sistema di riparazione per i dimeri di pirimidina e gli ad-
dotti ingombranti, il nucleotide excision repair, ha per-
messo di capire che la cellula deve essere protetta da
questo tipo di danno per evitare 'accumulo di muta-
zioni nel genoma. La predisposizione a sviluppare tu-
mori della pelle nello Xeroderma pigmentosum, una rara
sindrome umana con difetti nel nucleotide excision re-
pair, costituisce la prova convincente della relazione
esposizione al cancerogeno-accumulo di addotti al
DNA-aumento delle mutazioni- formazione di tumo-
ri. Un altro esempio di questo paradigma ¢ la sindrome
Hereditary Non Polyposis Colon Cancer. Anche in questo

caso i pazienti sviluppano carcinomi del colon retto per

Figura - Danno al DNA ed errori di replicazione

un difetto in un sistema di riparazione del danno al
DNA, il mismatch repair. Linstabilita genetica conse-
guente alla mancata riparazione degli errori spontanei
della replicazione, probabilmente favoriti dalla presen-
za di altre lesioni endogene (metilazione, ossidazione),
¢ il fattore causale della predisposizione ai tumori di
questa sindrome ereditaria.

QUANTO LE NUOVE TECNOLOGIE DERIVATE

DALLA SCOPERTA DEL DNA

SONO UTILIZZABILI PER UNA MISURA

DI RISCHIO DI TUMORE NELLA POPOLAZIONE

NON AFFETTA DA MALATTIE EREDITARIE?
Le scoperte fondamentali in questo processo di co-

noscenza si possono riassumere in queste tre tappe:

¢ lidentificazione di cancerogeni chimici presenti
nell’ambiente in grado di interagire col DNA e di
determinarne delle
modificazioni strut-
turali (i cancerogeni

formano degli addot-
ti sul DNA);

Il danno al DNA
puo essere
conseguenza di eventi

¢ ]a dimostrazione che spontanei
questi addotti sono o di esposizioni
in grado di alterare la ambientali

sequenza del DNA in

alcuni casi in modo

specifico (i cancerogeni inducono profili di muta-

zione specifici lasciando la loro impronta digitale,

fingerprint, sul DNA);

e la scoperta di mutazioni nei geni rilevanti nel pro-
cesso di trasformazione neoplastica (oncosoppres-
sori e oncogeni) in tumori umani.

Lanalisi dello spettro di mutazioni del gene onco-
soppressore p53 nei tumori della pelle, del fegato e del
polmone fornisce tre esempi spettacolari di associazio-
ne tra cancerogeni ambientali e specifici profili di mu-
tazione in geni rilevanti nel processo di cancerogenesi.

ESPOSIZIONE A LUCE UV
E INDUZIONE DI CANCRO DELLA PELLE

Una forte evidenza sperimentale ed epidemiologi-
ca associa 'esposizione a radiazioni UV con lo svilup-
po di cancro della pelle di tipo non melanocitico. La-
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nalisi delle mutazioni del gene oncosoppressore p53,
frequentemente mutato in questo tipo di cancro, ha
permesso di stabilire un’associazione diretta tra espo-
sizione a radiazioni solari e insorgenza del tumore. Lo
spettro ¢ infatti caratterizzato da transizioni GC>AT
localizzate a siti dipirimidinici e mutazioni tandem

CC>TT. Entrambi i tipi di mutazione so-

no caratteristici delle radiazioni UV.

Sebbene il primo tipo di mutazioni sia

frequente anche in altre forme di can-

cro, le mutazioni tandem sono specifi-
che dei tumori della pelle. E interessan-
te notare che lo spettro di mutazioni del
gene p53 in tumori della pelle di pa-
zienti affetti da Xeroderma pigmentosum

¢ caratterizzato da una frequenza parti-

colarmente elevata di mutazioni tandem CC>TT, il

fingerprint dell’esposizione a radiazioni UV.

Nella popolazione generale la variabilita interindi-
viduale nella capacita di riparare i danni da luce UV ha
un ruolo nel rischio di cancro della pelle? Due tipi di
evidenze sperimentali sostengono 'importanza di effi-
cienti meccanismi di riparazione del DNA nella salva-
guardia della stabilita del genoma:

* le mutazioni del gene p53 nei tumori della pelle so-
no localizzate in specifici “punti caldi” che corri-
spondono ai siti dove le lesioni indotte da luce UV
sono riparate piti lentamente;

* studi di popolazione su soggetti affetti da epitelio-
ma basocellulare indicano che una minore capaci-
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Fin dagli anni ‘50
e noto che il fumo
di sigaretta causa
I'insorgenza
di cancro al polmone

ta di riparazione del danno da luce UV ¢ associata
a un piu elevato rischio di cancro della pelle nei
soggetti giovani.

ESPOSIZIONE AD AFLATOSSINA B1
E INDUZIONE DI EPATOCARCINOMI
Laflatossina B1 (AFB,) ¢ un metabolita del fungo
Aspergillus flavus che contamina alcuni alimenti (ad
esemplio, riso, noccioline, mais) conservati in modo ina-
deguato. AFB, ¢ uno dei cancerogeni epatici pill poten-
ti oggi conosciuti. Questa tossina richiede conversione
metabolica a epossido per indurre un’ampia varieta di
addotti sul DNA. Una di queste modificazioni, 'addot-
to AFB,-formamidopirimidina, ¢ il principale candida-
to per 'induzione delle mutazioni specifiche indotte da
questo cancerogeno che sono prevalentemente trasver-
sioni GC>TA. Studi epidemiologici indicano che 'AFB,
gioca un ruolo sinergico con l'infezione da parte del vi-
rus dell’epatite B (HBV) nell'induzione di carcinomi
epatocellulari. Sebbene I'esposizione ad AFB, 0 a HBV
aumenti di per sé il rischio di epatocarcinomi (3 e 7 vol-
te rispettivamente), la presenza di entrambi i fattori di
rischio aumenta di 60 volte la probabilita di sviluppare
la patologia. Lanalisi delle mutazioni del gene p53 in
epatocarcinomi ha messo in evidenza il fingerprint dell’
AFB,, trasversioni GC>TA, che sono localizzate prefe-
renzialmente in un solo “punto caldo”, il codone 249.
Questa mutazione ¢ stata trovata in pit del 50% dei
campioni di epatocarcinomi da aree del mondo dove I'e-
sposizione ad AFB, ¢ alta e dove ¢ frequente I'infezione
da HBV (in particolare, alcune regioni della Cina, India,
Sud Africa, Gambia, Monzambico e Se-
negal). Solo I'1% dei casi HCC da regio-
ni con bassa esposizione ad AFB, (in par-
ticolare Australia, Europa, Giappone e
America) presenta invece questa mutazio-
ne. Sperimentalmente ¢ stato osservato
che I' AFB, si lega al codone 249 ma ¢
reattiva anche verso altri codoni del gene
p53. Perché solo le mutazioni del codone
249 siano presenti in epatocarcinomi quando si verifica
un’esposizione ad AFB, non ¢ chiaro. La mutazione
Arg>Ser al codone 249 ha proprieta dominanti-negati-
ve in cellule epatiche in coltura, suggerendo che questo
mutante possa essere selezionato perché particolarmen-
te deleterio per cellule epatiche.

ESPOSIZIONE A FUMO DI SIGARETTA

E INDUZIONE DI TUMORI POLMONARI
Losservazione che il fumo di sigarette ¢ la principa-

le causa dell'insorgenza del carcinoma del polmone ri-

sale agli anni ’50. Lincidenza del tumore del polmone,

estremamente bassa alla fine della prima guerra mon-

diale, ¢ infatti cresciuta progressivamente con la produ-
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zione di massa delle sigarette, fino a raggiungere ai no-
stri giorni la prima causa di morte per tumore nel mon-
do occidentale. La scoperta dell’associazione fumo-tu-
more ha base quindi strettamente epidemiologica.

Un numero molto elevato di sostanze chimiche, nel-
ordine delle migliaia, sono state identificate nel fumo
delle sigarette. Gli idrocarburi policiclici aromatici, le
ammine aromatiche e i nitroso-composti, incluse le ni-
trosammine, sono alcune delle classi chimiche coinvol-
te. Quali sono quelle responsabili dell'induzione dei tu-
mori? Mentre la cancerogenesi di questi composti nei
modelli animali ¢ nota dagli anni ’ 70, il chiarimento
del loro meccanismo di azione nel processo di cancero-
genesi ha dovuto attendere lo sviluppo della tecnologia
legata alla manipolazione del DNA. Un esempio in que-
sto senso & costituito dal benzo(a)pirene. Questa so-
stanza, dopo attivazione metabolica da parte del cito-
cromo P450, ¢ in grado di formare 4 diolepossidi che
possono interagire con le basi del DNA, sia guanine che
adenine, e formare ben 16 diversi addotti al DNA. 1l
benzo(a)pirene-7,8-diol-9,10-epossido (BPDE) legato
alla guanina in posizione N2 ne modifica le proprieta di
appaiamento e permette la formazione di accoppiamen-
ti errati G:A che alla replicazione successiva si trasfor-
meranno in mutazioni GC>TA. La presenza di questi
addotti al DNA nell’epitelio del polmone di soggetti fu-
matori dimostra che questi cancerogeni raggiungono nel
tessuto bersaglio del processo di trasformazione neopla-
stica deti livelli tali da modificarne il loro DNA. Nei tu-
mori polmonari sono molto comuni (40% dei casi) le
mutazioni nel gene p53. Queste non sono distribuite in
maniera casuale ma mostrano dei fingerprint specifici
che sono diversi tra fumatori e non-fumatori. Lo studio
molecolare delle mutazioni del gene p53 nei tumori
polmonari di fumatori ha identificato che queste sono
preferenzialmente trasversioni GC>TA localizzate in al-
cune zone “calde” (i codoni 157, 158, 245, 248 e 273).
Lanalisi a livello della sequenza nucleotidica del gene
p53 degli addotti BPDE legati alla guanina in posizio-
ne N2 ha indicato che queste stesse posizioni sono mo-
dificate preferenzialmente dal cancerogeno.

cellula cellula
normale tumorale
_—
mutazioni

Negli esempi discussi il rilevamento di addotti nel
tessuto tumorale e di mutazioni riconducibili all’espo-
sizione al cancerogeno in un gene rilevante nel pro-
cesso di cancerogenesi formano un quadro complessi-
vo di convincente associazione tra esposizione a can-
cerogeni ambientali, danno al DNA e formazione di
tumori.

QUANTO LA SUSCETTIBILITA GENETICA
INDIVIDUALE GIOCA UN RUOLO
NEL DETERMINARE IL RISCHIO DI TUMORE?

Probabilmente molto. E noto da tempo che sia
fattori genetici che ambientali (includendo non so-
lo le esposizioni ambientali ma anche quelle ali-
mentari e voluttuarie) concorrono allo sviluppo dei
tumori. Sono stati identificati circa 500 geni coin-
volti nella risposta ad agenti ambientali e tra que-
sti sono da menzionare i geni del metabolismo dei
cancerogeni, della riparazione del DNA e del ciclo
cellulare. E presumibile che piti alterazioni geneti-
che in geni di risposta ambientale a bassa pene-
tranza siano responsabili di genotipi sfavorevoli a
pitt elevato rischio di cancro.

Un gran numero di studi si sta pertanto concen-
trando sul risequenziamento di questi geni per po-
ter identificare possibili varianti alleliche (polimor-
fismi), sull'analisi funzionale di queste varianti ge-
netiche per capirne il significato biologico e su stu-
di di popolazione che esaminano la distribuzione
dei polimorfismi in relazione al rischio di diverse
patologie.

Lavanzamento tecnologico (DNA chips e pro-
teomica) ¢ alla base di queste importanti aree di ri-
cerca che permetteranno, attraverso una migliore
comprensione della suscettibilita genetica agli agen-
ti ambientali, di migliorare le stime di rischio e la
protezione degli individui suscettibili.
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a scoperta del DNA e delle tecniche di

manipolazione genetica hanno fornito, in

questi ultimi decenni, un potente stru-

mento per il progredire delle conoscenze
in tutti i settori della ricerca biomedica. In particola-
re, 'avvento delle tecniche di ingegneria genetica ha
permesso di studiare e comprendere pilt a fondo qua-
li sono i meccanismi che inducono I'insorgenza dei tu-
mori, al fine di individuare strategie idonee per com-
batterli.

Verso la fine degli anni *70, i risultati di un in-
sieme di studi nei modelli animali (tumori speri-
mentali del topo) avevano portato alla progressiva
comprensione dell'importanza del si-
stema immunitario nel controllo del-
'insorgenza e della progressione di tu-
mori. Inoltre, studi su pazienti porta-
tori di tumori indicavano lo sviluppo

Le tecniche
di ingegneria genetica
hanno permesso

di sostanze naturali prodotte dalle cellule in risposta
alle infezioni virali e dotate di una potente attivita
antivirale. Solo di recente sono state individuate nuo-
ve attivita potenzialmente importanti per lo svilup-
po di applicazioni cliniche in campo oncologico.
Verso la meta degli anni ’70, quando presso I'ISS
sono iniziati i primi studi sull’attivitd biologica de-
gli IFN, suscitava scetticismo da parte di ampi set-
tori della comunita scientifica il fatto che prepara-
zioni di queste citochine, prodotte mediante la sti-
molazione di colture cellulari con virus e successive
fasi di purificazione, esercitassero effetti biologici ag-
giuntivi a quelli classici di inibizione della replica-
zione virale. Una svolta determinante
per chiarire in modo inequivocabile la
specificita delle molte attivita biologi-
che degli IFN ¢ stata possibile solo in
seguito all’avvento dell’ingegneria ge-

preferenziale di alcuni tipi di neoplasie di studiare netica. L'isolamento dei diversi geni
in soggetti che mostravano scarse dife- | meccanismi che codificano per gli IFN (clonaggio)
se immunitarie, cio¢ immunodepressi. dell'isorgenza e il loro inserimento in microrganismi
Pit di recente, sono stati identificati dei tumori per Uespressione proteica ha permesso,

dei marcatori presenti sulle cellule tu-

morali, denominati antigeni tumorali o tumore-as-
sociati, che contraddistinguono le cellule malate da
quelle sane e che sono dei potenziali bersagli per il
sistema immunitario. La scoperta di risposte immu-
ni contro tali antigeni in pazienti oncologici ha for-
nito una solida base scientifica per lo sviluppo di
nuove terapie basate sull’uso di sostanze, denomina-
te citochine, che agiscono sul sistema immunitario
(immunoterapia). Attualmente gli interferoni (IFN)
di tipo I, in particolare 'IFN-a, rappresentano le ci-
tochine pitt ampiamente utilizzate nell'uomo per la
terapia di alcuni tumori. Gli IFN di tipo I sono sta-
ti scoperti alla fine degli anni ’50 come una miscela
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infatti, di produrre queste citochine su
vasta scala e di caratterizzarne le proprieta biologiche.
Gia da diversi anni, citochine ricombinanti, quali gli
IEN, I'IL-2 o il GM-CSE sono prodotte in batteri e
usate in protocolli di immunoterapia di pazienti on-
cologici. Le tecniche di ingegneria genetica hanno
inoltre rivoluzionato gli approcci della ricerca speri-
mentale, permettendo, ad esempio, di valutare gli
effetti del trasferimento di alcuni geni, inclusi quel-
li per alcune citochine, in cellule tumorali. Ideal-
mente, il trasferimento genico di una determinata
sostanza all'interno di una cellula maligna a scopo
terapeutico (terapia genica) puo alterare il compor-
tamento della stessa cellula in modo da modificarne
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la capacita proliferativa o di invasione, oppure pud
provocare la produzione di sostanze (quali le cito-
chine) che agiscono sulle cellule del sistema immu-
nitario dell'ospite in modo tale da innescare un pro-
cesso di rigetto del tumore.

Una linea di ricerca sviluppata all'Istituto dal no-
stro gruppo ¢ stata quella di trasferire geni per gli
IEN di tipo I in cellule tumorali di topo o umane al
fine di studiare in sistemi sperimentali il comporta-
mento delle cellule geneticamente modificate e pro-
ducenti le citochine. I primi esperimenti utilizzando
I'IFN-a., sono stati condotti in modelli di tumori
sperimentali nel topo. Le cellule di un particolare ti-
po di tumore, ad esempio una eritroleucemia o un
adenocarcinoma, sono state geneticamente modifi-
cate introducendo il gene che codifica per I'IFN-a,
attraverso 1'uso di vari vettori (agenti che fungono da
"navetta" per il trasporto del gene all'interno della
cellula). Questa manipolazione rende le cellule ca-
paci di produrre I'IFN-a. Tali cellule, inoculate in
topi immunocompetenti, dotati cio¢ di un sistema
immunitario funzionale, si comportavano diversa-
mente rispetto alle cellule tumorali parentali non
modificate. Infatti, queste ultime formavano una
massa tumorale nel sito di inoculo, mentre le cellu-
le tumorali producenti IFN-a non attecchivano,
cio¢ venivano rigettate. Inoltre, gli animali che era-
no stati inoculati con le cellule geneticamente mo-
dificate risultavano protetti da un secondo inoculo
con le cellule tumorali parentali. Questa osservazio-
ne dimostrava che leffetto della produzione di IFN-
o da parte delle cellule tumorali non era tanto quel-
lo di modificare la capacita intrinseca di tali cellule
di proliferare, quanto invece quello di stimolare nei

—— (—
ceLLuLe Tumoral (@ B@.

\.

CELLULE TUMORALI
GENETICAMENTE MODIFICATE ‘@

PER LA PRODUZIONE DI IFN-ct

2 P

topi una risposta protettiva in grado di conferire im-
munita al tumore. La Figura 1 mostra uno schema
esemplificativo del modello sperimentale descritto.

Tale sperimentazione ha dimostrato attivitd nuove
e potenzialmente importanti di IFN-a:: la capacita di
indurre un’immunita contro patogeni e tumori attra-
verso meccanismi diversi, che includono lattivazione
di cellule del sistema immunitario, quali i linfociti, e
di particolari cellule dell’organismo denominate cellu-
le dendritiche (DC), che svolgono un ruolo fonda-
mentale nella presentazione degli antigeni ai linfociti
e quindi nell'induzione di una risposta immune pro-
tettiva. L'insieme di questi risultati ha portato il nostro
gruppo a considerare tali citochine come adiuvanti (so-
stanze che potenziano la risposta immune) per lo svi-
luppo di vaccini contro il cancro.

L'obiettivo di un vaccino antitumorale ¢ quello di
provocare l'attacco del tumore da parte dei sistemi di
difesa dell'organismo. A differenza della maggior par-
te del vaccini contro le malattie infettive, la vaccina-
zione contro il cancro ¢ generalmente terapeutica, cio¢
diretta ad attivare risposte difensive in un organismo
gia portatore di tumore. Le ricerche miranti allo svi-
luppo di vaccini contro il cancro non hanno finora
portato a un trasferimento clinico corrente in pazien-
ti oncologici. In generale, si puo sostenere tuttavia che
un avanzamento sostanziale delle prospettive di realiz-
zazione di vaccini antitumorali ¢ stato possibile grazie
a due tipi di ricerche condotte in questi ultimi 15 an-
ni: le ricerche che hanno portato all’identificazione di
nuovi antigeni tumorali nell'uomo, fornendo nuovi
reagenti per lo sviluppo di vaccini antitumorali; il com-
plesso di sperimentazione su cellule tumorali geneti-
camente modificate per la produzione di citochine, che

SVILUPPO DEL TUMORE

-

CELLULE
TUMORALI

RIGETTO DELTU”OHE. ?
." =, .

-

k)' = HES!STEHZA AL TRAPIANTO DI
CELLULE TUMORALI

Figura 1 - L'inoculo di cellule tumorali producenti IFN-a. genera nei topi uno stato di immunita al tumore
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Figura 2 - Lo schema mostra i meccanismi immunologici innescati da alcuni vaccini anti-tumorali: vaccini costituiti
da cellule tumorali o da antigeni tumorali o da cellule dendritiche “caricate” con antigeni tumorali

ha permesso di comprendere come il sistema immu-
nitario puo essere orientato verso una risposta protet-
tiva contro i tumori.

Nella Figura 2 sono illustrati i meccanismi immu-
nologici che dovrebbero essere innescati da un vacci-
no antitumorale. Vaccini costituiti da cellule tumora-
li modificate attraverso le tecniche di ingegneria gene-
tica, per la produzione di sostanze in grado di mani-
polare la risposta immunitaria, quali alcune citochine,
sono gia stati sperimentati nell'uvomo in studi clinici
preliminari. Aleri tipi di vaccini terapeutici sviluppati
recentemente si basano sull'impiego degli antigeni tu-
morali come potenziali bersagli contro cui scatenare il
sistema immunitario. Risposte efficaci sono state otte-
nute contro diversi tipi di tumori in modelli speri-
mentali, mediante vaccinazione con microrganismi
non patogeni geneticamente modificati per contenere
I'antigene tumorale di interesse.

I risultati finora disponibili indicano la necessita di
considerare |'associazione tra pili strategie per aumen-
tare |'efficacia dei diversi approcci vaccinali finora spe-
rimentati. In questo senso, |'uso di citochine ad attivi-
ta adiuvante, in grado cioe di potenziare la risposta im-
munitaria, appare particolarmente promettente per lo
sviluppo di protocolli di vaccinazione antitumorale
nell'uvomo. In tale ambito, il nostro gruppo, sulla base
di risultati di ricerche precliniche condotte in ISS so-
prattutto in questi ultimi 15 anni, ha recentemente
promosso I'avvio di uno studio clinico di vaccinazio-
ne di pazienti con melanoma mediante 'uso di anti-
geni tumore-associati in combinazione con IFN-a., uti-
lizzato in questo protocollo per la prima volta come
adiuvante del vaccino stesso. Un altro approccio di
emergente interesse ¢ costituito dall'uso di DC del pa-

Not Ist Super Sanita 2003; 16 (1) Suppl 1
© Istituto Superiore di Sanita

ziente portatore del tumore, caricate con antigeni tu-
morali o geneticamente modificate per esprimere I'an-
tigene tumorale di interesse. In particolare, studi con-
dotti dal nostro gruppo in modelli preclinici hanno di-
mostrato |'efficacia di vaccini cellulari costituiti da DC
preparate mediante 'uso di IFN nella stimolazione di
una risposta immune protettiva, aprendo nuove pro-
spettive di utilizzo di queste preparazioni per la vacci-
nazione terapeutica in pazienti oncologici.

Infine, risultati di potenziale interesse per lo svi-
luppo di vaccini profilattici contro il cancro, in grado
cio¢ di prevenire l'insorgenza del tumore, sono stati
ottenuti in sistemi sperimentali mediante vaccinazio-
ne a DNA, ciot lo stesso materiale genetico che utiliz-
za |'organismo per “fabbricare” I'antigene contro cui si
vuole generare una risposta protettiva.

L'identificazione di nuovi antigeni tumore-associati
e la comprensione dei meccanismi tumorali di evasione
dal controllo immunologico offriranno, parallelamente
al progredire delle conoscenze dell'immunologia di ba-
se, ulteriori possibilita per lo sviluppo di vaccini contro
il cancro. Il progresso della ricerca di nuovi interventi
terapeutici per la lotta contro il cancro sta ricevendo at-
tualmente un grande impulso dalla recente invenzione
di un potente dispositivo tecnologico: i microarray a
DNA, noti anche come chip genici. Questi strumenti di
ricerca stanno contribuendo a farci capire che cosa ac-
cade a livello molecolare in caso di malattia e nel con-
tempo stanno facilitando la scoperta di nuovi farmaci e
di antigeni tumorali. L'applicazione di questo mezzo di
indagine in campo oncologico generera nuove cono-
scenze che saranno cruciali per I'individuazione di nuo-
vi reagenti e modalita d'intervento e per la loro tradu-
zione in applicazioni cliniche innovative.



Perché un Concorso?

Chi puo partecipare?

Cosa si deve fare?

Quando scade il Concorso?

A chi e come deve essere
inviato il materiale?

Chi valutera i lavori?

Concorso per il cinquantenario
del DNA

Abbiamo pensato di organizzare un Concorso per celebrare i cinquant’anni del-
la scoperta del DNA, e ci ¢ sembrato che questo Notiziario fosse il canale piu
adatto a ospitarlo dal momento che ¢ e-spressamente dedicato agli attuali svi-
luppi della ricerca biomedica nel settore della genetica molecolare e alla dif-
fusione tra i giovani delle informazioni storiche e tecniche sul DNA, raccon-
tate dai ricercatori di questo Istituto. Lobiettivo del concorso ¢ quello di co-
involgere - ancora una volta - insegnanti e studenti in una iniziativa volta a fa-
vorire la comunicazione con il mondo della ricerca

Il Concorso ¢ diretto agli studenti degli istituti di istruzione secondaria su-
periore

I ragazzi dovranno descrivere iconicamente (con un disegno o una vignetta)
o verbalmente (con un breve racconto, un articolo giornalistico o una poe-
sia/filastrocca) un aspetto che considerano significativo relativamente alle pra-
tiche dell'ingegneria genetica (cio¢ di quell’'insieme di tecniche che com-
prendono manipolazione genetica, clonazione, DNA ricombinante). L'ela-
borato deve essere prodotto individualmente o in gruppi di max 2/3 perso-
ne. Lelaborato non dovra superare una pagina (formato A4) e dovra essere
realizzato interamente in classe (max due ore di tempo)

Gli elaborati dovranno essere inviati entro e non oltre il 10 maggio 2003

Gli elaborati realizzati in una stessa classe saranno raccolti dall'insegnante-
promotore che li inviera a:

Segreteria per le Attivita Culturali

All'attenzione della Dott.ssa Cecilia Bedetti

Istituto Superiore di Sanita

Viale Regina Elena, 299

00161 Roma

Gli elaborati saranno esaminati e selezionati da una commissione costituita
dal gruppo di coordinamento del progetto “Le biotecnologie in medicina:
un’analisi interattiva tra scuola e istituti di ricerca” e da ricercatori dell'Istitu-
to Superiore di Sanita

Saranno premiati i cinque elaborati che saranno indicati come i migliori tra
quelli selezionati tenendo conto: a) della significativita dell’aspetto relativo al-
le pratiche dell'ingegneria genetica preso in considerazione; b) dell’originali-
ta del progetto grafico o testuale

Agli autori degli elaborati prescelti sara offerta ospitalita per una intera
giornata nei laboratori dell'ISS dove sono impiegate le metodologie del-
la genetica molecolare. In alternativa si potra ricevere libri di argomento
scientifico

I cinque elaborati prescelti e tutti quelli che la commissione avra selezionato
saranno inclusi in un volume didattico del quale ¢ prevista la pubblicazione

Maria Cristina Barbaro, Anna Bertini
tel. 06 49903348; e-Mail: c.barbaro@iss.it; a.bertini@iss.it
Cecilia Bedetti tel. 06 49902405; e-Mail: cbedetti@iss.it
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. Notiziario

dell'lstituto Superiore di Sanita

Quindici passi per conoscere il DNA

Milena Bandiera?, Maria Cristina Barbaro?, Cecilia Bedetti2 e Anna Bertini2
"Dipartimento di Biologia, Universita degli Studi “Roma Tre”, Roma
2Segreteria per le Attivita Culturali, ISS

La storia della molecola depositaria dell'informazione genetica - il DNA - & lunga e segnata da profonde trasformazioni teo-
riche e tecniche, che rappresentano i fondamenti della genetica moderna. Nella tabella che segue sono presentati alcuni
momenti cruciali, selezionati prestando particolare attenzione alle acquisizioni che riguardano direttamente il DNA o che
sono rilevanti per le applicazioni in campo medico.

1900-1906
1902 Archibald Garrod
Studia e illustra errori metabolici congeniti, quali I'alcaptonuria, ma ne attribuisce I'ereditarieta alle pro-
teine

1952 Erwin Chargaff
L'attenzione dei ricercatori & concentrata sul DNA. Chargaff rileva che, nella molecola del DNA, la quan-
tita di adenina & uguale a quella di timina; la quantita di citosina uguale a quella di guanina

Maurice Wilkins e Rosalind Franklin
Mediante cristallografia a raggi X rivelano la struttura ripetuta della molecola di DNA

1958 Matthew Meselson e Franklin Stahl
lllustrano il processo di replicazione “semiconservativa” del DNA

1974 Sono condotti in vari laboratori esperimenti mirati a introdurre molecole di DNA ricombinante in cel-
lule in coltura

1977

1980 Mark Skolnick, Ray White, David Botstein, Ronald Davis
Definiscono la mappa dei marcatori del genoma umano

1985 Kary Mullis

Mette a punto la tecnica “PCR" (Polymerase Chain Reaction) che, partendo da una esigua quantita di
DNA, consente di ottenere in tempi brevi notevoli quantita di molecole uguali

1982 French Anderson
Ottenuta I'autorizzazione della FDA (Food and Drug Administration), pratica la prima terapia genica in-
fondendo una bimba affetta da grave carenza immunitaria, con i suoi linfociti, precedentemente pre-
levati e trattati con un vettore virale contenente il gene “sano”
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"Aspetti scientifici ed etici delle biotecnologie in medicina: un’analisi interattiva tra scuola e Istituti
di ricerca” e "Il metabolismo della conoscenza nei giovani: una sperimentazione interattiva tra scuo-
le e istituti di ricerca”, sono due progetti che I'lstituto Superiore di Sanita ha promosso con il contributo
finanziario del Ministero dell’lstruzione dell’Universita e della Ricerca (MIUR), nell’ambito della Legge n. 6/2000
per la diffusione della cultura scientifica, con |'obiettivo di avviare momenti di incontro tra il mondo della scuo-
la e quello della ricerca in campo biomedico. Con questa finalita, I'lstituto Superiore di Sanita organizza brevi
corsi di aggiornamento per insegnanti sia sulle tecniche di genetica molecolare e loro applicazioni in medicina,
sia sulla microbiologia, sia sulla metodologia didattica di apprendimento per problemi che deriva dal Problem-
Based Learning (PBL).

Per informazioni: Maria Cristina Barbaro e-Mail c.barbaro@iss.it; Anna Bertini e-Mail anna.bertini@iss.it

re di Sanita. Un contributo alla diffusione della cultura scientifica nelle scuole
Questo fascicolo rappresenta uno dei tanti contributi realizzati in occasione delle cele-
brazioni dei cinquant’anni dalla scoperta della struttura a doppia elica del DNA. Nel 1953,
infatti, veniva pubblicato su Nature il famoso contributo di James Watson e Francis Crick
“Molecular structure of nucleid acids: a structure for deoxibrose nucleic acid” che segno
una svolta epocale nel mondo della ricerca scientifica, non soltanto nel settore specifico
della biologia molecolare. Il fascicolo si rivolge alle scuole per diffondere tra i giovani e gli
insegnanti alcune informazioni su attivita svolte presso questo Istituto, direttamente in-
fluenzate dalla scoperta di Watson e Crick. Le ricerche descritte sono raccontate da alcuni
ricercatori dell’Istituto Superiore di Sanita (ISS) con I'obiettivo di informare gli insegnanti e di sti-
molare i giovani ad avvicinarsi con passione al mondo della ricerca, prendendo spunto da quanto vie-
ne svolto presso I'ISS ai fini della la tutela della salute pubblica. Si presentano in particolare alcune problematiche ine-
renti il differenziamento cellulare, I'associazione tra la scoperta del DNA e i tumori, il danno al DNA, l'ingegneria ge-
netica e I'immunoterapia. Questo fascicolo contiene, inoltre, un utile schema cronologico dei principali avwvenimenti che
hanno segnato I'evoluzione della scoperta del DNA. A conclusione si presenta il bando di un concorso a premi rivolto
agli studenti degli istituti di istruzione secondaria che dovranno realizzare un disegno o scrivere un racconto riguardanti
i temi dell'ingegneria genetica.

v Riassunto - Cinquant’anni dalla scoperta del DNA. Alcune ricerche dell'Istituto Superio-

Summary - Fifty years from the discovery of DNA. Some research of the Istituto Superiore di Sanita as a contri-
bution to the diffusion of scientific culture in schools

This issue is one of the many contributions realized on the occasion of 50th anniversary of the discovery of the “Dou-
ble Helix” structure of DNA. In 1953, in fact, the famous paper “Molecular structure of nucleid acids: a structure for
deoxibrose nucleic acid” by James Watson and Francis Crick’s was published in Nature, thus setting a milestone in the
whole world of scientific research, not only in the field of molecular biology. This issue is devoted to schools to spread,
among students and teachers, information directly or in-
directly connected to Watson and Crick’s discovery. The
topics here discussed are directly associated to the safe-
guard of public health that is the main objective of the Is-
tituto Superiore di Sanita (the Italian National Institute of
Health). They are told by the very researchers of the ISS

Segnaliamo alcuni siti per essere aggiornati su iniziative
e progetti per la diffusione della cultura scientifica

with the objective to inform teachers and at the same Ministero dell'lstruzione,
time involve and stimulate students for a better approach dell’Universita e della Ricerca
to scientific research. Among the different research ac- WWW.miur.it

tivities carried out at the ISS, this issues includes the fol-
lowing topics: cell differentiation, DNA and tumours, DNA
damage, genetic engineering, immunotherapy. A useful

Farescienza: divulgazione delle scienze della vita
www.farescienza.it

chronological scheme of the main scientific events relat- Dai National Institutes of Health
ed to DNA is also included as a reference guide to stu- http:/science-education.nih.gov/
dents and teachers. Finally, a DNA competition for high

school students is launched: students producing the best Dolan - DNA Learning Centre

short story or drawing related to genetic engineering will www.dnaftb.org

be granted a special price.
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