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modulo 2bis

MODULO 2 BIS: 
Descrizione del contributo di ciascuna unità operativa

(Si devono presentare tanti moduli 2 bis quante sono le Unità Operative coinvolte)

Unità  Operativa: Lega Italiana  per la Lotta ai Tumori (LILT) con la collaborazione dell’ IRCCS San Raffaele Pisana – Roma
responsabile scientifico:
nominativo:  Fiorella Guadagni 
struttura di appartenenza : IRCCS San Raffaele Pisana – Roma
funzione: Direttore Dipartimento di Medicina di Laboratorio e Biotecnologie Avanzate

indirizzo : Via della Pisana 235, 00163 Roma
N. tel: 06 66130413 – 425

N. fax: 06 66130407
indirizzo E-mail : fiorella.guadagni@sanraffaele.it

rappresentante legale:
     nominativo: Prof. Francesco Schittulli
Contributo specifico fornito al wp 




        (max 20 righe) 

Il presente progetto descrive la compartecipazione di varie U.O. al fine di ottenere un’esaustiva analisi molecolare dei meccanismi coinvolti nell’associazione tra invecchiamento, dismetabolismi e cancro.  Questa UO, grazie alla disponibilità tecnica e scientifica di metodiche di genomica e proteomica in grado di caratterizzare una serie di profili genici e pattern proteici, in associazione a biomarcatori tradizionali,  è in grado di garantire un’estesa piattaforma tecnologica già disponibile e funzionante per effettuare indagini innovative di genomica e post-genomica.   In particolare, l’UO si occuperà dell’analisi molecolare pre- e post-trascrizionale dei geni codificanti proteine coinvolte nel pathway metabolico responsabile della suscettibilità al cancro nei soggetti reclutati, l’identificazione di proteine e peptici mediante tecnologia 2D-DIGE, la caratterizzazione della struttura primaria e delle modificazioni post-traduzionali delle proteine analizzate mediante analisi per frammentazione dei frammenti proteolitici, nonché l’individuazione di varianti di sequenze di geni coinvolti nei pathway di correlazione tra cancro e patologie correlate.
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metodologia

SPECIFICARE:  a) Popolazione oggetto di studio; b) Intervento/i; c) Indicatori per la valutazione; 

                            d) Disegno dello studio

                                           
(max 1 pagina)
L’UO provvederà alla criopreservazione presso la Banca Biologica dell’IRCCS San Raffaele Pisana - Roma dei prelievi (sangue periferico e liquidi biologici, biopsie in corso di procedure diagnostiche, prelievi chirurgici a livello del tumore e dei tessuti sani circostanti) effettuati dai centri clinici afferenti allo studio.  Su tali campioni si procederà alla:
1.
Individuazione di patterns biomolecolari correlabili allo sviluppo di neoplasia in soggetti diabetici.

2.
Diagnosi mutazionale effettuata sui principali geni coinvolti nell'iniziazione e progressione del cancro colorettale. 

3.
Studio dei polimorfismi metabolici correlati alle patologie in studio.

4.
Identificazione e validazione di nuovi polimorfismi che correlino in maniera statisticamente significativa con lo sviluppo della neoplasia.

Il campionamento biologico avverrà con le modalità ed i tempi stabiliti congiuntamente alle unità cliniche in accordo con le linee guida suggerite, per gli studi di epidemiologia molecolare, dalla letteratura internazionale.  Tutti i campioni verranno codificati in modo da garantire l'anonimato del paziente ed inseriti in un programma di database computerizzato protetto da doppio codice di accesso/password. I dati clinici relativi all’anamnesi dei soggetti, alle caratteristiche della malattia eventualmente già sviluppata e al pedigree verranno inseriti in un software dedicato. L’integrazione delle informazioni biomolecolari e cliniche così raccolte potranno in tale maniera essere soggetto di elaborazione statistica e costituire un momento indispensabile alla realizzazione del programma. La disponibilità di una banca biologica specificatamente dedicata rappresenta un prezioso e fondamentale strumento atto alla valutazione di metodiche diagnostiche innovative, di cui potrebbe essere validata l’applicabilità clinica  in tempi estremamente ridotti.

Valutazione di marcatori sierici:  Saranno analizzati i livelli sierici o plasmatici dei seguenti analiti: a) citochine pro- ed anti-infiammatorie (ad es. TNF-alfa, IL-6, e IL-10) mediante metodiche immunoenzimatiche; b) Proteina C-reattiva mediante una metodica immunonefelometrica ad alta sensibilità; c) adipochine (leptina, adiponectina, resistita e grelina) mediante metodiche immunoenzimatiche; d) marcatori ematici ed urinari di stress ossidativo (condizione associata all’obesità ed al T2DM).  Tutti i dosaggi saranno effettuati in cieco. I campioni saranno testati in duplicato, e quelli con concentrazioni eccedenti la curva standard saranno riesaminati dopo opportuna diluizione.

Valutazione di pattern proteici: In collaborazione con il Dipartimento di Medicina di Laboratorio del Policlinico Universitario di Tor Vergata (Direttore Prof. Giorgio Federici) sarà condotto uno studio utilizzando tecniche di spettrometria di massa e cromatografia liquida mediante LC-ESI-MS/MS (ION-TRAP), MALDI-ToF/MS (LINEAR) e LC-MALDI-ToF/ToF. La strategia analitica consisterà nell’estrazione dal siero dei complessi albumina/LMW (low molecolar weight); verranno quindi sviluppati una serie di profili peptidici caratteristici e si procederà all’identificazione delle LMW mediante le tecniche di spettrometria di massa sopra riportate e l’analisi dei relativi spettri in banca dati. Per studiare le interazioni che le proteine coinvolte nei processi biologici in esame hanno con altre molecole polipeptidiche del siero, verranno applicate tecniche di immunoprecipitazione attraverso le quali si riuscirà ad isolare i complessi proteina-proteina dal resto del siero. Gli immunoprecipitati verranno successivamente caricati su gel 1D SDS-PAGE e dopo colorazione con blu di comassie colloidale, le bande verranno ritagliate dal gel e trattate per ridurre, alchilare e idrolizzare (con tripsina) le singole molecole proteiche. La loro identificazione verrà effettuata attraverso sequenziamento dei peptidi generati dall’idrolisi triptica mediante spettrometria di massa. Un indicatore di valutazione degli eventuali biomarcatori identificati risulterà essere senza dubbio la riproducibilità del dato in un campione ampio di pazienti con la stessa patologia. L’analisi proteica sierica sarà eventualmente confrontata con l’analisi proteica dell’estratto tissutale ottenuto da biopsie tumorali per l’individuare marcatori proteici comuni a livello serico e tissutale per mezzo di MS imaging.

Indagini di diagnostica molecolare: Individuazione di varianti di sequenze di geni coinvolti nei pathway di correlazione tra dismetabolismi e cancro mediante metodiche di diagnostica molecolare quali DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) e sequenziamento diretto automatico. Il sequenziamento diretto verrà effettuato nel caso in cui sia presente un pattern alterato di mobilità elettroforetica identificato con i test di screening.  Enzimi di restrizione, primer extension e Real Time PCR verranno utilizzati per identificare varianti di sequenza utilizzabili come marcatori di diagnosi, progressione, prognosi e risposta alla terapia in pazienti anziani con cancro.  In particolare sarà effettuato uno studio delle varianti di sequenze di geni coinvolti nel pathway insulina-IGF:  insulin like growth factor (IGF-1) IGF-binding proteins (IGFBPs), IGFBP proteasi, Insulin receptor substrate 1 e 2 (IRS1 e IRS2), Src homology 2 domain-containing transforming protein 1 (SHC1).  In casi selezionati verrà effettuata l’analisi mutazionale di  APC/beta-catenina e LKB1/STK11.  Infine, verranno analizzate mediante DHPLC varianti di sequenza dei principali geni proinfiammatori coinvolti nell’associazione tra disturbi metabolici e cancro (IL-6, TNF-alfa e CRP).
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Risorse umane


Personale dedicato alle attività del  WP (in mesi-uomo):

1.tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Medico responsabile
competenza: Diagnostica Molecolare

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 2

2.tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Medico responsabile
competenza: Fisiopatologia

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 2
3. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Dirigente Biologo
competenza: Diagnostica Molecolare

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3
4. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Dirigente Biologo
competenza: Immunochimica

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3

5. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Dirigente Biologo
competenza: Immunochimica

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3

6. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Dirigente Biologo
competenza: Chimica Analitica fine

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3

7. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Contrattista Chimico
competenza: Proteomica
(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3

8. tipologia: (interna/esterna)   Esterna
qualifica: Contrattista Biologo
competenza: Diagnostica Molecolare

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 11

9. tipologia: (interna/esterna)   Esterna
qualifica: Data manager
competenza: Rielaborazione dati

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 6
10. tipologia: (interna/esterna)   Esterna
qualifica: Tecnico di laboratorio
competenza: Chimica Analitica fine
(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 11

11. tipologia: (interna/esterna)   Interna
qualifica: Tecnico di laboratorio
competenza: Diagnostica Molecolare

(giurista; statistico; economista; medico; ..)
mesi-uomo dedicati: 3
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Composizione dei costi dell’unità operativa  


Voci di costo e breve descrizione



 Totale


di cui a carico dei fondi ministeriali
 1. Personale dipendente 




120.000,00


       NULLA

_____________________________________________


_____________________________________________

_____________________________________________


 2. Personale a contratto/consulenza/borsa di studio

75.000,00


      56.000,00
N. 1 contrattista laureato in discipline biomediche


N. 1 contrattista tecnico


N. 1 data manager


_____________________________________________
 3. Missioni





​10.000,00


        5.000,00
Partecipazione a congressi e stages

_____________________________________________


_____________________________________________


 4. Attrezzature (solo a noleggio o leasing):


________


       ________

_____________________________________________


_____________________________________________


_____________________________________________


_____________________________________________


5. Materiale di consumo                                                             35.000,00


        20.000,00
Materiale per criogenia, Reagenti di laboratorio, kits 

analitici, software dedicati al progetto, spese di spedizione 

dei campioni biologici __________________________

6. Pubblicazioni / organizzazione convegni, ecc.                      5.000,00


                  0.00
Organizzazione corsi di aggiornamento, spese di

pubblicazione ________________________________
____________________________________________

7. Elaborazione dati (specificare)                                              _________                                               ________

___________________________________________

___________________________________________

___________________________________________

8. Spese generali delle strutture coinvolte (specificare)            _________                                               ________

___________________________________________

___________________________________________

___________________________________________

TOTALE                                                                                245.000,00                                                81.000,00    €
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Curriculum Vitae del Responsabile Scientifico dell’Unità Operativa


        (max 1 pagina)

(periodo di riferimento: ultimi 5 anni; indicare  anche le 10 pubblicazioni scientifiche ritenute più significative, con particolare riferimento a quelle dell’area tematica scientifica sulla quale insiste il WP)
2000-2005:  Direttore S.C. di Patologia Clinica dell'Istituto Regina Elena per la Ricerca  e la Cura dei Tumori, Roma; (2000-2001, come incaricato; 2001-2005 di ruolo);

2005-presente:  Direttore Dip. Medicina di Laboratorio e Biotecnologie Avanzate presso l’ IRCCS San Raffaele Pisana Roma;

Incarichi a livello di Istituzioni Internazionali

1998-2004:  “Expert Evaluator”, Commissione Europea, “Fifth Framework Programme- Quality of Life and Management of Living Resources”, Bruxelles, Belgio:

1999-2004:  “Expert Monitoring” Commissione Europea, “Fifth Framework Programme”, Bruxelles, Belgio.

2000:  Membro della “Italian Health Delegation” per l’accordo di cooperazione scientifica e tecnologica tra Italia e Stati Uniti d’America, Sesta Riunione Biennale di Verifica. 13-14 Aprile, 2000, presso il Ministero degli Affari Esteri, Roma.

2004:  Membro della “Italian Health Delegation” scambi Italia-USA, Bethesda, MD, 1-2 Ottobre.

2005-presente:  Membro, in qualità di esperto, del Gruppo di Lavoro sui Dispositivi Medico-Diagnostici in vitro (IVD), Dipartimento dell’Innovazione, Direzione Generale dei Farmaci e dei Dispositivi Medici, Ministero della Salute.

Attività di ricerca

La Dott. ssa Guadagni è stata/è responsabile di Unità Operative nell’ambito di numerosi Progetti di Ricerca finanziati da Istituzioni Italiane (A.I.R.C., CNR, Progetto Finalizzato A.C.R.O., Progetto Finalizzato Ministero Sanità 1998-2004) ed estere (Comunità Europea “Marie Curie Host Fellowships, Progetto “Italia-USA”, Accordi bilaterali europei). La Dott.ssa Guadagni è stata inoltre Coordinatore di Progetti Finalizzati Ministero Sanità negli anni 1998 e 2001.

L’attività clinico-sperimentale della Dr. Fiorella Guadagni ha riguardato vari campi della cosidetta “traslational research”, quali, ad esempio: la valutazione di parametri biologici della popolazione cellulare tumorale, allo scopo di verificare la loro possibile introduzione come parametri di stratificazione diagnostico/prognostica; la valutazione di nuove biotecnologie per lo sviluppo e avanzamento della diagnostica molecolare delle neoplasie umane; l’uso della proteomica nello screening, diagnosi, prognosi e terapia dei tumori.

La dott.ssa Guadagni è autrice e/o coautrice di un totale di 96 Pubblicazioni edite su riviste internazionali con Impact Factor (per un Impact Factor totale di 353), di 22 capitoli su libri (12 in lingua inglese e 10 in lingua italiana) e oltre 200 abstracts a Congressi Nazionali ed Internazionali (di cui oltre 100 pubblicati su riviste recensite). Ha inoltre partecipato a circa 100 Corsi, Congressi Nazionali e Internazionali o Seminari in qualità di relatore invitato, docente o moderatore.

PUBBLICAZIONI

1. Ottini L, D’Amico C, Noviello C, Lauro S, Lalle M, Fornarini G, Saccani-Jotti G, Colantuoni A, Cortesi E, Carlini S, Guadagni F, Bianco AF, Frati L, Contegiacomo A and Mariani-Costantini R:  BRCA1 and BRCA2 gene mutations in subsets of breast/ovarian cancer patients from central and southern Italy.  Breast Cancer Res  2:307-310, 2000.

2. Guadagni F, Kantor J, Aloe S, et al.:  Detection of bloodborne cells in colorectal cancer patients by nested Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction for Carcinoembryonic antigen messenger RNA: Longitudinal analyses and demonstration of its potential importance as an adjunct to multiple serum markers.  Cancer Res 2001; 61:2523-32.

3. Kass ES, Greiner JW, Kantor JA, Tsang KY, Guadagni F, Chen Z, Clark B, De Pascalis RD, Schlom J, and Van Waes C:  Carcinoembryonic antigen as a target for specific antitumor immunotherapy of head and neck cancer.  Cancer Res 2002; 62:5049-57.

4. Cianciulli AM, Leonardo C, Guadagni F, et al:  Genetic instability in superficial bladder cancer and adjacent mucosa: an interphase cytogenetic study.  Human Pathol 2003; 34:214-21.

5. Gurtner A, Manni I, Fuschi P, Mantovani R, Guadagni F, et al.:  Requirement for down-regulation of the CCAAT-binding activity of the NF-Y transcription factor during skeletal muscle differentiation.  Mol Biol Cell 2003; 14:2706-15.

6. Marzano R, Corrado G, Merola R, Sbiroli C, Guadagni F, et al.:  Analysis of chromosomes 3, 7, X and the EGFR gene in uterine cervical cancer progression.  Eur J Cancer 2004; 40:1624-9.

7. Cianciulli AM, Marzano R, Merola R, Orlandi G, Petti MC, Guadagni F, Pisani F:  Complex variant philadelphia translocation involving the short arm of chromosome 9 in a case of chronic myeloid leukemia.  Haematologica 2004; 89(9):ECR37.

8. Sinibaldi Vallebona P, Rasi G, Pierimarchi P, Bernard P, Guarino E, Guadagni F, Garaci E:  
Immunization with a synthetic nonapeptide expressed in human tumors prevents colorectal cancer liver metastases in syngeneic rat.  Int J Cancer 2004; 110:70-5.

9. Gallucci M, Guadagni F, Marzano R, et al:  Status of the p53, p16, RB1, and HER-2 genes and chromosomes 3, 7, 9, and 17 in advanced bladder cancer: correlation with adjacent mucosa and pathological parameters.  J Clin Pathol 2005; 58:367-71.

10.   Guadagni F, et al.: TNF/VEGF cross-talk in chronic inflammation-related cancer initiation and progression: an early target in anticancer therapeutic strategy.  In Vivo 2007; 21:147-61.
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