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LEZIONE 10

PATOLOGIA MOLECOLARE DEI TUMORI

Una cellula tumorale perde il controllo della propria regolazione, questo per definizione. Tuttavia sono anche altre le modificazioni che deve avere per essere considerata tale.

Il cancro è una malattia clonale, in quanto da una cellula mutata si generano cloni che formano poi una massa. Non si parla mai di una singola cellula quando si parla di Cancro.

Per capire i meccanismi dei tumori è utile indicare alcuni numeri che riguardano le cellule del corpo umano.

· Nel corpo umano esistono 1014 cellule

· Ogni giorno ne muoiono 1013 e 1011 replicano

· Le cellule più soggette a trasformazione neoplastica sono quelle in attiva divisione.

· La frequenza di errori che possono causare la presenza di mutazioni è di 1:2x107, quindi ogni giorno un centinaio di cellule acquisisce una mutazione in oncogeni, per esempio RAS, che tuttavia vengono soppresse nella maggior parte dei casi.

· Una persona su tre presenta un tumore dopo i 60-70 anni di vita.

Le cause dei tumori sono sia genetiche che ambientali. I tumori derivanti da cause genetiche sono circa il 10% . Questa predisposizione a presentare tumori in età adulta dipende di solito da set allelici in un determinato numero di geni.

Un esempio sono le resistenze alla insorgenza di tumori date dalle Multi Drug Resistance, determinata dalla capacità di estrudere in maniera immediata composti cancerogeni.

I fattori ambientali che possono causare tumori sono fattori che causano mutazioni.

In generale entrambi i fattori, genetici e ambientali, concorrono a dare un tumore. Si può infatti dire che più il background genetico è problematico,  meno mutazioni servono per l’insorgenza di tumori.

Abbiamo già detto l’altra lezione che una sola mutazione non è bastevole a determinare l’insorgenza di un tumore. Nei topi si è visto che due sole mutazioni, se ben piazzate, possano causare i tumori, negli uomini in genere ne servono 3-5.

Anche nel caso però che ne servano tre, la frequenza di insorgenza di queste tre mutazioni nella stessa cellula è di 1/8x1021, il che è matematicamente impossibile. In realtà però l’insorgenza di una prima mutazione aumenta la frequenza di insorgenza di successive mutazioni per vari motivi. Uno di questi, in maniera molto banale, è che causa un aumento delle replicazione  in velocità e frequenza, il che favorisce l’insorgenza di nuove mutazioni.

Le masse tumorali sono popolazioni policlonali, in quanto dopo un inizio monoclonale, si diversificano le cellule in base alle mutazioni diverse che possono avere. Queste mutazioni possono anche non essere necessariamente influenti nel tumore, ma influenzare altre porzioni di genoma.

Questo complica molto lo studio di tumori in quanto, anche se è possibile distinguere tutte queste mutazioni, non è possibile discernere quali sono alla base del processo di trasformazione neoplastica. Per questo lo studio dei tumori è fatto principalmente in sistemi facilmente analizzabili come i topi.

Sono state evidenziate 6 caratteristiche fondamentali per definire un tumore:

1- Autosufficenza dei segnali di crescita 

2- Resistenza all’apoptosi

3- Nessuna risposta a segnali anti crescita

4- Invasione tissutale e metastasi

5- Stimolo angiogenetico

6- Evasione senescenza

Non esiste un ordine preciso per l’acquisizione di queste caratteristiche, ma ad ogni caratteristica è associato un preciso pathway molecolare.

Prima di procedere nell’analisi di questi pathway dobbiamo definire in maniera adeguata la differenza che esiste tra Oncogeni e Onco-soppressori.

Una cellula può ricevere tre tipi di stimoli diversi al proprio ciclo cellulare: uno stimolo proliferativi, uno stimolo anti-proliferativo e uno stimolo apoptotico. Il primo è di tipo positivo e gli altri due di tipo negativo.

Nello stimolo positivo si trovano gli oncogeni, in quanto un oncogene è un gene che per definizione, porta alla trasduzione dello stimolo proliferativo in maniera costitutiva, ignorando quindi la regolazione dovuta alla assenza o alla presenza del fattore di crescita. Nelle vie di stimolo negativo invece troviamo gli onco-sopressoti che sono quei geni che se mutati, eliminano uno degli elementi della trasduzione del segnale di stop della proliferazione.

Quindi le caratteristiche degli Oncogeni sono:

· iper-espressione

· amplificazione genica

· mutazioni che aumentano l’attività proteica

· sono sempre mutazioni dominanti

Un oncogene è per definizione sempre mutato, l’equivalente WT dell’oncogene è il proto-oncogene.

Le caratteristiche degli Onco-soppressori sono:

· diminuita espressione

· delezione genica

· diminuita attività proteica

· perdita di eterozigosità (perdita dell’allele WT)

· sono sempre mutazioni recessive

analizziamo ora le caratteristiche sopra elencate.

1)Autosufficienza dei segnali di crescita. 

Un sistema che trasduce i segnali di crescita prevede la presenza di un segnale di crescita (GF) che si lega ad un recettore di membrana. I recettori di membrana di solito hanno due domini citosolici chinatici (RTKs) che si autofosforillano legando in questo modo RAS, il quale a sua volta attiva la cascata di trasduzione del segnale: RAFMapKMycJunFos ecc.

I GF di solito non sono prodotti dalla cellula che riceve poi lo stimolo, ma delle cellule circostanti. Nelle cellule tumorali però accade spesso che comincino a secernere GF in maniera autocrina paracrina, autostimolandosi da sole. 

Altri tipi di modificazioni al pathway sono mutazioni dei RTKs, i quali possono essere sempre fosforilati, indipendentemente dalla presenza o meno del GF sul recettore.

Ancora Ras, una g-protein, può essere mutato in maniera da essere sempre attivo e trasdurre costitutivamente il segnale di proliferazione. Tuttavia queste mutazioni da sole possono non bastare, perché questi pathway comprendono l’interazione di altre vie regolative come per esempio Myc che ha anche un attività inibitoria per l’apoptosi. Una mutazione a valle di Myc, che prevede quindi una trasduzione costante dello stimolo di crescita, non blocca l’apoptosi e la cellula muore.

Questa caratteristica di autosufficienza è evidenziata in laboratorio, laddove normali cellule in coltura hanno bisogno di siero fetale di vitello (anche se è corretto dire mucca e non vitello) che è ricco di fattori di crescita. Cellule tumorali al contrario sono in grado di proliferare anche senza.

Tuttavia i tumori sono tessuti complessi, non solo di cellule tumorali, quindi possono anche costringere le cellule circostanti a sintetizzare e secernere GF al posto loro.

3)Perdita della risposta ai segnali di arresto di crescita

Caratteristica mediata da onco-soppressori. Per stimolarla in vitro posso per esempio indurre le cellule in G0 o farle differenziare.

Un componente fondamentale di questa via è il Retinoblastoma (RB), attivato da TGF-β. RB può essere in stato di ipo/iper-fosforilazione. Se è nello stato di ipofosforilazione lega fortemente, sequestrandolo, il fattore E2F, non consentendo la progressione del ciclo dovuta proprio alla presenza di E2F.

Le mutazioni che rompono la funzionalità di questo pathway rendendo la cellula insensibile a questi stimoli anti-proliferativi possono essere:

· down-regolazione di TGF-β 

· Mutazioni nel recettore di TGF-β

· Mutazioni a valle di TGF-β, SMUD-4, che non traducono il segnale

· Mutazioni puntiformi

· Mutazioni del RB

Una mutazione della via del RB esiste in tutti i rumori, c’entra anche Myc che può inibire se presente lo stimolo apoptotico.

2)Evasione apoptosi: p53

P53 è il guardiano del genoma, è infatti il componente che si attiva e stimola l’apoptosi dopo l’individuazione di un danno al genoma.

Il sistema prevede quindi l’attivazione di p53 (oncosoppressore), che a sua volta attiva BACs, il quale è inibito da BCL-2 (oncogene). BACs va nei mitocondri, stimolandoli a rilasciare il citocromoc che attiva il processo di apoptosi vero e proprio.

6)Evasione della senescenza.

Una cellula normale ha un numero limitato di divisioni possibili compreso tra 30 e 50. 

Con 30 o 40 divisioni si ha una massa tumorale, in teoria, gigantesca rispetto a quelle normali. Quindi si potrebbe pensare che un sistema di evasione della senescenza non sia necessario. In realtà molte delle divisioni delle cellule tumorali non vanno a buon fine e le cellule muoiono, il che fa alzare di molto il numero delle divisioni necessarie, il che rende questo sistema essenziale.

Si pensa che la limitazione delle divisioni sia determinata dalla lunghezza dei telomeri, quindi non da segnali esterni ma da un sistema interno, che diminuiscono ad ogni divisione. Per questo nelle cellule tumorali devono essere iper-espresse le telomerasi che servono proprio a proteggere queste strutture.

In laboratorio si possono fare cellule con mutazioni in p53 e RB. Nel topo dopo tot divisioni c’è una crisi che da si che solo una cellula su 107 vive. Questa singola cellula rappresenta l’avvenuta mutazione che permette la conservazione dei telomeri.

5)Angiogenesi: i tumori necessitano sangue per nutrienti e ossigeno

L’abbiamo vista anche l’altra lezione. Una cellula non può svilupparsi oltre 0.1mm dal vaso più vicino. Quindi anche crescendogli intorno una massa tumorale che non fa angiogenesi non può crescere oltre 0.2mm di diametro, per questo il processo è fondamentale. 

Quando il tumore acquisisce la capacità angiogenetico si chiama Angiogenetic Switch. 

Una caratteristica di alcuni tumori è che anche se metastatizzano, le metastasi e il primario non aumentano oltre un certo livello; quando però il tumore primario viene rimosso, le metastasi aumentano in maniera esplosiva. Si pensa che questo sistema si dovuto proprio alla angiogenesi, in particolare al rilascio da parte delle masse tumorali di fattori pro-angiogenetici e anti-angiogenetici.

2)Invasione e metastasi.

Le metastasi causano il 90% delle morti dei malati di tumori. Anche la capacità di metastatizzare è un fenotipo discreto che viene acquisito in un momento dello sviluppo del tumore. 

Dopo aver eliminato la membrana basale la cellula tumorale perde adesione, si scolla dalla massa, va nel sangue e da li può invadere altre zone. Per poter invadere altri settori però, deve essere in grado di riacquistare la capacità di adesione tramite l’espressione delle integrine.

Alcuni tumori presentano una preferenza di zone in cui metastatizzare. Per esempio i melanomi, i tumori della pelle, spesso metastatizzano nei polmoni e nel cervello. I tumori al colon alla stessa maniera prediligono il fegato come zona di invasione. Non si sa perché questo accada, ma si pensa sia lo stesso motivo per cui organi come il cuore difficilmente vengono invasi.

Un ultima caratteristica che di solito non viene menzionata, ma che è importantissima, è la capacità di evadere la risposta immunitaria. Infatti i Ly T citotossici aggrediscono la cellula tumorale.

