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                  INTRODUZIONE
La maggior parte dei tumori alla mammella origina dal tessuto epiteliale mammario, mostrando una eterogeneità abbastanza vasta.

I più ricorrenti istotipi sono il carcinoma duttale e quello lobulare, per indicare che  la prima forma si sviluppa nei dotti galattofori e la seconda nelle ghiandole galattofore. In realtà gran parte dei tumori origina dalle unità terminali dotto-lobulari (UTDL) e poi evolve in maniera diversa secondo dei meccanismi non ancora del tutto chiari.

I due istotipi possono presentare una forma in situ (non invasiva) ed una infiltrante (invasiva). Nel primo caso si tratta di un tumore intraepiteliale, cioè molto superficiale le cui cellule neoplastiche non invadono i tessuti sottostanti e non oltrepassando la membrana basale, non possono estendersi ad altre sedi. L’epitelio non presenta infatti né vasi linfatici né vasi ematici, attraverso i quali le cellule tumorali  possono “sfuggire” sfruttando il flusso della circolazione corporea. Tale tipo di neoplasia si può quindi osservare nelle fasi iniziali della malattia; in base al sito di origine del tumore si distinguerà tra carcinoma duttale in situ (DCIS) e carcinoma lobulare in situ (LCIS).
Quando le cellule tumorali superano l’epitelio superficiale e diffondono all’interno dei tessuti sottostanti, dotati di vasi linfatici ed ematici, possono raggiungere organi distanti formando nuovi focolai (cervello, polmoni, fegato e ossa sono le sedi della disseminazione metastatica più frequenti). Si parla in tal caso di tumore infiltrante o invasivo, il più diffuso è l’istotipo duttale (DIC= Ductal Invasive Carcinoma) che rappresenta circa il 75% dei tumori infiltranti, mentre il lobulare circa il 5%. Istotipi infiltranti meno frequenti sono il carcinoma midollare (15%), il colloide o mucinoso (2%), il tubulare (1-2%), ai quali si aggiungono numerose altre forme rare. 

Il DIC, spesso accompagnato dalla sigla NAS (Non Altrimenti Specificato) per distinguerlo dagli altri istotipi meno ricorrenti, è caratterizzato da una cospicua quantità di stroma, che gli conferisce una consistenza molto dura (infatti viene anche denominato carcinoma scirroso ovvero duro)  e da una peculiare disposizione in isolotti solidi, in cordoni grossolani, in strutture tubulari della popolazione neoplastica.

Nel lobulare infiltrante invece le cellule si dispongono in file sottili per invadere lo stroma ponendosi concentricamente ai dotti o lobi.
Cellule staminali: definizione, classificazione e ruoli
Cellule staminali (SC) sono cellule non specializzate che mediante divisione asimmetrica danno luogo ad una cellula figlia, che è identica  alla cellula staminale originale (self-renewal) e ad un’altra cellula chiamata progenitrice (PC) che si divide  generando progenie differenziata.
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Fig2 Cellule staminali normali (NCS) e tumorali (CSC). Le cellule staminali normali tessuto specifiche sono coinvolte nell’omeostasi tissutale, le cellule staminali tumorali si autorinnovano invece per sostenere la crescita tumorale.

In base alla potenzialità differenziativa nei diversi tipi cellulari, le SC sono classificate in totipotenti, pluripotenti o multipotenti. Le cellule staminali totipotenti presentano la potenzialità di generare un organismo completo, infatti possono dare origine a qualsiasi tipo di tessuto e persino agli annessi extra-embrionali (trofoblasto e placenta). Vengono considerate totipotenti esclusivamente lo zigote e gli otto blastomeri derivanti dalle sue tre successive divisioni. 
Le cellule staminali pluripotenti sono in grado di differenziarsi in tutti i tipi cellulari del corpo umano, tranne gli annessi; si originano dalle cellule più interne di una blastocisti e possono generare uno qualsiasi dei tre foglietti embrionali (ectoderma, mesoderma ed endoderma). Le cellule staminali multipotenti o cellule staminali adulte (ASC) mantengono la capacità di autorinnovamento, ma sono in grado di differenziarsi verso un lineage organo specifico. Utili riserve di cellule staminali adulte sono in realtà rilevabile in tutti gli organi del corpo e partecipano all’ omeostasi tissutale e alla riparazione dei tessuti 
 ADDIN EN.CITE 
[1, 2]

Secondo il numero della divisione cellulare, ci sono due gruppi con differenti proporzioni di cellule staminali; un gruppo è composto da un piccolo pool di SC  normalmente quiescenti (fase G0 del ciclo cellulare) e raramente entrano in mitosi, presentano inoltre un potenziale replicativo illimitato e funzionano come riserva cellulare. Il secondo gruppo invece è composto dalla grande maggioranza delle SC che vanno incontro a numerose divisioni simmetriche (generando due SC figlie) svolgendo un ruolo importante durante lo sviluppo o la riparazione dei tessuti danneggiati. Il self-renewal dunque coinvolge la capacità della popolazione delle  SC a mantenere il loro numero mediante una combinazione di divisioni simmetriche e asimmetriche, tuttavia in alcuni casi si ha l’incremento delle divisioni simmetriche rispetto a quelle asimmetriche come durante la riparazione dei tessuti.

Alterazioni a carico delle cellule staminali danno origine alle Cellule Staminali Tumorali (CST), estremamente pericolose, perché sono trasmesse a tutte le generazioni delle cellule figlie derivate.

L’importanza delle CST nella tumorigenesi è ormai ben nota, però è ancora da definire se esse originano da cellule staminali normali che alterano i loro pathway di self-renewal oppure da progenitori in proliferazione che in seguito ad eventi mutazionali si de-differenziano acquisendo la capacità di auto rinnovarsi.
Il tumore è una malattia delle cellule staminali
Il modello tradizionale della tumorigenesi prevede che il tumore origini da una cellula somatica che acquisisce mutazioni multiple genetiche ed epigenetiche, attivanti oncogeni o disattivanti oncosoppressori. L’accumulo di tali mutazioni determina l'acquisizione di un potenziale proliferativo illimitato con la formazione di una massa tumorale eterogenea, nella quale ciascuna cellula mantiene la capacità sia di ricostituire una nuova massa neoplastica che di propagarla attraverso le metastasi. Secondo questo modello dell’evoluzione clonale, descritto da Nowell nel 1976 3[]
, ogni cellula del corpo potrebbe quindi essere target della trasformazione maligna e potenziale target terapeutico per trattamenti chemioterapici (designati ad uccidere cellule proliferanti), che purtroppo attualmente falliscono inspiegabilmente nella cura di pazienti colpiti da cancro. Un altro limite della vecchia teoria consiste nell’ampio arco di tempo (anni o decenni) richiesto per l’accumulo delle mutazioni necessarie per l’avvio del processo tumorale, mentre durante il renewal dei tessuti la maggior parte delle cellule sono perse o eliminate nell’arco di tempi brevi, e con esse ogni mutazione che hanno acquisito. Pertanto è stato necessario proporre un nuovo modello che potesse spiegare la tumorigenesi umana, che ipotizza alterazioni a carico di un rara popolazione di cellule, ovvero le SC, che risiedono a lungo termine nei tessuti e che diventerebbero chemioresistenti. La loro capacità di autorinnovamento comporta anche che le SC richiedono un numero di mutazioni inferiore rispetto a quelle delle cellule differenziate, le quali tradizionalmente si riteneva avessero bisogno di almeno sei mutazioni per l'acquisizione di tutte le proprietà canoniche delle cellule tumorali 4[]
. 
 Negli ultimi anni, evidenze sperimentali suggeriscono che solo un sottogruppo di cellule (2-3%), all’interno della massa tumorale, risulta necessaria e sufficiente per la crescita ed il mantenimento delle neoplasie, sia primarie che metastatiche. Queste cellule sono denominate Cellule Inizianti il Tumore (TIC), perché capaci di riformare l’originale massa tumorale se inoculati in topi immunocompromessi, o Cellule Staminali Tumorali (CST) per la condivisione con le SC normali di alcune caratteristiche, quali un fenotipo indifferenziato, la capacità di autorinnovamento, la quiescenza e la multi-potenzialità 5[]
. 
Le SC normali e CSC condividono molte caratteristiche molecolari e funzionali; la regolazione dell’autorinnovamento cellulare, (attraverso pathways chiave che includono Wnt, BMI-1, Notch, Hedgeog, PTEN e P53) è strettamente regolato nelle SC normali invece è del tutto alterata nelle CSCs. La conoscenza delle alterazioni molecolari che sostengono l’autorinnovamento viene ad essere quindi cruciale per l’identificazione di ipotetici targets terapeutici interventi altamente selettivi, ma assume anche un significato  prognostico. A tal fine ci siamo prefissati di studiare i meccanismi molecolari attraverso i quali la proteina Sam68 controlla le caratteristiche di staminalità delle CST.
Le  CSC come le SC normali mantengono la potenziale capacità di differenziamento in multilineage  dando vita ad un’organizzazione gerarchica delle popolazioni cellulari, secondo cui le cellule tumorali non condividono la medesima capacità di ricostituire tutti i citotipi tumorali. 
Questo spiegherebbe pure l’eterogeneità osservata nei tumori, che vengono visti come una organogenesi aberrante rispetto al fisiologico programma delle cellule staminali normali.  
 Le CSC risultano chemioresistenti poiché caratterizzati da un’elevata espressione di proteine appartenenti alla famiglia dei trasportatori di membrana ABC (che favoriscono l’efflusso cellulare di farmaci), dalla presenza di fattori citoprotettivi, quali attivazione di telomerasi, elevata espressione di fattori anti-apoptotici (Bcl-2, Bcl-xL, FLIP e PED) 6
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 e da una bassa velocità di crescita a fronte di un elevato potenziale proliferativo, che le risparmia dagli attuali trattamenti chemioterapici efficaci solo su cellule altamente ciclanti.
CST sono state identificate originariamente nelle leucemie acute (Bonnet et al., 1997) e successivamente nel carcinoma mammario e altri tumori solidi.

La prima identificazione delle CST all’interno di un tumore solido risale al 2003, Al-Hajj e collaboratori dimostrarono che l’inoculo di 200 cellule CD44+/CD24-/linlow/- nel fat pad di topi NOD/SCID generava tumori mammari, che riproducono fenotipicamente il tumore d’origine 8[]
. 
La nuova visione della tumorigenesi possiede considerevoli implicazioni teorico-pratiche. Infatti, nonostante i notevoli progressi diagnostici e terapeutici ottenuti negli ultimi anni, la mortalità nella patologia neoplastica rimane elevata per l'incapacità delle attuali terapie di agire su cloni cellulari resistenti ai trattamenti chemioterapici. Il principale target terapeutico oggi è rappresentato dalle cellule differenziate ed in attiva proliferazione, che costituiscono la maggioranza della massa tumorale; in questo modo la terapia risulta spesso apparentemente capace di eradicare il tumore, ma la mancata eliminazione delle CST - numericamente esigue, meno differenziate, capaci di escludere sostanze esogene, protette dai meccanismi di morte programmata e per lo più quiescenti - determina un elevato rischio di recidive anche dopo prolungati periodi di remissione. Risulta chiaro che un approccio terapeutico selettivamente mirato sulle staminali tumorali risulterebbe di gran lunga più efficace, impedendo la rigenerazione del tumore. Le CST rappresentano attualmente forse il più promettente materiale di studio per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche mirate all'eradicazione della quota di cellule neoplastiche responsabili del mantenimento e della crescita del tumore.Fig2
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Fig2 Resistenza delle CSCs alle terapie convenzionali. Solo i trattamenti che colpiscono selettivamente le CSCs riescono ad eradicare definitivamente la massa tumorale ed evitare le recidive.
Identificazione e isolamento delle SC
Negli ultimi anni di particolare interesse per la comunità scientifica è stato l'isolamento delle CSC; tuttavia rimane argomento controverso, a causa dell’assenza di criteri morfologici o marcatori specifici in grado di riconoscere le popolazioni cellulari eterogenee all'interno della massa tumorale 9[]
. 

Alcuni riferimenti bibliografici fanno riferimento all’analisi della cosiddetta side-polulation (SP) per l'isolamento delle CSC in base alla capacità delle cellule staminali di escludere il colorante vitale Hoechst 33342, dovuta all’espressione dei trasportatori ABC (ATP-binding cassette) 10[]
. Tuttavia, l'analisi della SP estesa alle linee tumorali di tiroide ha dimostrato che entrambi le popolazioni SP e non-SP possono riformare tumori quando impiantati nel sottocute di modelli murini. Di conseguenza, questi risultati suggeriscono che le CSCs non sono esclusive o identiche alle cellule SP.

In accordo al lento ciclo cellulare, l’identificazione delle SCs è stata ottenuta mediante marcatura con bromodeossiuridina, ma questo metodo non è preciso e non permette di isolare le cellule vitali.

Inoltre l’isolamento di SC è stato basato anche sull’utilizzo di approcci funzionali quali la crescita clonale in vitro sottoforma di sfere non adese.

L’utilizzo di molecole presenti sulla superficie cellulare ne permette una più semplice identificazione, mediante citofluorimetria a flusso.

L’isolamento e la propagazione di cellule staminali/progenitori, mediante uso di marcatori, è stata dimostrata per prima nei mielomi, a cui era associato un fenotipo CD34+CD38- 11
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, questo stesso approccio successivamente è stato esteso anche a neoplasie solide quali mammella 8[]
, cervello 12
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, prostata 13[]
, colon 14
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, ovaie 16[]
e melanoma 
 ADDIN EN.CITE 
[17]
.

Recenti evidenze sperimentali hanno dimostrato che il cancro alla mammella umano contiene una popolazione di cellule con proprietà staminali a cui sono associati marcatori di superficie CD44+CD24-/low   (Perou, 2010).

Altri dati sperimentali identificano nell’aldeide deidrogenasi 1 (ALDH1) un altro marcatore di staminalità; essa appartiene ad un gruppo di enzimi che catalizzano la conversione delle aldeidi nei corrispondenti acidi che utilizzando NAD(P)+ come cofattore e potrebbe avere
un ruolo nella differenziazione precoce delle SCs mediante ossidazione del retinolo in acido retinico (Chute et al., 2006).  E’ stato dimostrato che  cellule staminali/progenitrici ematopoietiche e neurali (umane che murine) presentano un’ alta attività dell’enzima ALDH1 (Armstrong et al, 2004;.. Hess et al, 2004, 2006; Matsui et al., 2004).
L'incrementata attività ALDH è stata osservata per la prima volta nell’ambito di tumori in popolazioni di SC nel mieloma multiplo e  leucemia mieloide acuta (AML)  (Matsui et al, 2004; Pearce et al., 2005).  Ginestier ha riscontrato elevati livelli di ALDH1 anche in mammosfere umane normali e tumorali, pertanto l’attività di ALDH1 può fornire un comune marker per entrambi SC/progenitori  normali e tumorali.
Inoltre, immunorilevazione di ALDH1 potrebbe rappresentare un semplice
metodo per identificare le CSC / progenitrici in situ, facilitandone l'applicazione clinica.

Caratterizzazione molecolare e fenotipica dei sottotipi di cancro alla mammella.

L’Analisi dell’espressione genica nel cancro alla mammella, ne ha permesso una subclassificazione molecolare in cinque sottotipi: luminale A, luminale B, HER2-arricchito, basal-like e claudin-low. 
Luminal A è caratterizzato dall’ espressione dei recettori per l'ormone femminile steroideo degli estrogeni (ER). Questi tumori sono di solito positivi anche per il recettore del progesterone (PR), anche se esiste un subset di tumori ER+/PR- 18[]
 inoltre esprimono altri marcatori luminali come la proteina epitelio-specifico del filamento intermedio citocheratina (CK) 18 e Muc 1, e può essere positivo o negativo per il recettore del fattore di crescita epidermico umano 2 (HER2) 19[]
. In accordo con questo pattern genico, I tumori luminali sono costituiti per lo più da cellule differenziate e sono responsivi ai trattamenti ormonali che ne bloccano la crescita guidata da estrogeni / ER, pertanto hanno una prognosi molto più favorevole rispetto a quelli con fenotipo triplo negativo (TNP), che mancano di ER, PR e HER2 (4-5%) (Perou 2010), fenotipo a cui corrisponde elevata resistenza ai farmaci e quindi successive recidive locali e disseminazione in sedi distanti che restano un problema critico e principale causa di morte per i tumori luminali.

Il Basal-like (BL) è caratterizzato da bassa o assente espressione di marcatori luminali: ER-, PR-/low, HER-/low; infatti in questo sottotipo è alta la percentuale (39-54%) di TNP (Perou2010). Inoltre esprimono bassi livelli di altri marcatori luminali come GATA3 e CK 18 e 19, di contro sono altamente espresse le citocheratine basali CK5, CK14 e CK17. Nell’ ambito dei markers di SC/progenitori i BL mostrano elevata positività per le molecole CD44, CD49f e ALDH-1 invece bassa espressione di marcatori di differenziamento epiteliale tra cui CD24, EpCAM e MUC1; tuttavia recentissime evidenze sperimentali affermano che nel BL i livelli di CD24/EpCAM e ALDH-1 non siano significativamente bassi e alti rispettivamente (Perou 2010); Pertanto all’interno di tumori basali si ritrovano popolazioni cellulari CD44+CD24low/+ e CD49f+/highEpCAM+   .
Thompson&Neve hanno inoltre evidenziato come in questi tipi di tumori sia elevata l’espressione di markers di EMT la cui funzione predominante è di reprimere l’E-Caderina (glicoproteina di adesione cellula-cellula calcio dipendente) in maniera diretta mediante Snail1, Snail2, Zeb1, Zeb2, TCF3 invece i repressori indiretti includono  Twist1, Twist2, Id1, TCF4, FOX2 e NFkB. (Thomp&Neve 2010).

Il profilo molecolare del BL è dunque coerente con un arricchimento di cellule epiteliali tumorali indifferenziate ed esprimenti caratteristiche mesenchimali, ovvero un’alta densità di TIC il cui fenotipo antigenico coincide infatti con il pattern di espressione genico del BL.

L’alta percentuale di cellule SC/progenitori nel BL sarebbe la causa della resistenza verso le attuali terapie ormonali e chemioterapiche, ed è pertanto associato ad una prognosi più infausta rispetto ai sottotipi luminali.

Il Cloudin-low (CL) è un nuovo sottotipo molecolare identificato recentemente (2007) il cui nome deriva dai bassi livelli di espressione di proteine coinvolte nelle giunzioni occludenti, quali la Claudina 3, 4, 7 e l’Occludina. IL pattern molecolare e il fenotipo di questi sottotipi tumorali è molto somigliante ai BL infatti anch’essi presentano un’alta percentuale  (25-39%) di TNP, sono caratterizzati da negatività per le citocheratine luminali CK 18 e 19 e alta espressione delle citocheratine basali CK5, CK14 e CK17. Inoltre i tumori CL presentano elevata densità di popolazioni cellulari a cui è associato il fenotipo CD44+/highCD24-/low  e CD49f+/highEpCAM-   ed alti livelli di ALDH-1 a differenza del BL.
Studi condotti da Thompson&Neve  evidenziano che anche in questi sottotipi tumorali ci sia un’espressione di markers di EMT ancora più elevata rispetto al BL; tuttavia stessi studi dimostrano come le spiccate caratteristiche mesenchimali presenti nelle cellule dei CL così come nei BL, siano associate solo a cellule epiteliali tumorali e non dovute a contaminazioni da stroma adiacente (Perou 2010). 

E’ stato osservato inoltre che nei CL vi è un’elevata espressione di geni coinvolti nella risposta del sistema immunitario (CD79, CD14, VAV1), questo dato suggerisce  un potenziale reclutamento di diversi tipi di leucociti  in questo tipo di tumori.

Il CL presenta una più elevata percentuale di TIC/SC/progenitori rispetto al BL che li rende leggermente sensibili al trattamento chemioterapico (neoadiuvanti antracicline/taxane) ma complessivamente non possono essere debellati e pertanto legati ad una prognosi molto infausta.
Luminali B presentano un profilo molecolare e fenotipico HR+(ER+ PR+ )/HER2- nel 72% dei casi; tumori luminali HER2+ (20%) sono principalmente di tipo B.

La proteina Ki-67 è stata studiata come potenziale marker di immunoistochimica (IHC) che potrebbe distinguere i sottotipi luminali B da quelli A. Tumori ad alta espressione di Ki-67 ( quindi altamente proliferativi) sono stati associati al luminale B al contrario dei luminali di tipo A.

Kabos&Horwitz (2010) hanno mostrato che questo tipo di carcinoma mammario presenta una certa eterogeneità. Studi dimostrano come il sottotipo luminale B sia non solo relativamente (rispetto ai BL e HER2-arricchito) chemio-insensibile ma anche resistente alla terapia ormonale. La biologia dei luminali B potrebbe essere spiegata dai meccanismi di resistenza della terapia ormonale tra cui l’attivazione ligando-indipendente di ER mediante la famiglia di recettori HER, che potrebbe causare resistenza alle terapie endocrine nei tumori basali ER+ /HER2+ ma anche in quelli ER+ /HER2- grazie ad un’attivazione in maniera alternativa del segnale di HER. Due trial clinici hanno testato quest’ipotesi dimostrando che una terapia combinata, endocrina e anti-HER2 (trastuzumab), aumentava la sopravvivenza in pazienti con cancro alla mammella HR+ /HER2+ metastatico. Tuttavia molti pazienti HER2+ non beneficiano della terapia col trastuzumab.
Il sottotipo HER2-arricchito è caratterizzato da un’overespressione del recettore HER2, sebbene ~ 30% sia clinicamente HER2-  inoltre mostra principalmente (69%) negatività per ER; I tumori appartenenti a questo sottotipo presentano la perdita di espressione di cluster  basali e  bassa espressione di cluster luminali se paragonata  a quella dei luminali A e B. Le popolazioni cellulari appartenenti a questo sottotipo presentano alti livelli trascrizionali di CD24. Studi recenti mostrano un’alta chemio-sensibilità (antracicline/taxano) del sottotipo HER2-arricchito e Basal-like (ampiamente ER-negativi), tuttavia a dispetto dell’elevata risposta alla chemioterapia, la comparsa di recidive dovuta alla “malattia minima residua” migliora di gran lunga la sopravvivenza libera da progressione della malattia nei pazienti con tumori ER+ (principalmente luminali).

La caratterizzazione molecolare e fenotipica mostra come sottotipi  intrinseci di cancro alla mammella potrebbero essere costituiti da cellule somiglianti a quelle del tessuto normale a differenti stadi di differenziamento così come evidenziato da recenti studi di Lim et al. (2009). 

Sull’origine dello sviluppo dei sottotipi intrinseci sono state avanzate diverse ipotesi; una di queste, coerentemente alla teoria delle CST, sostiene che le SC potrebbero essere l’origine di ogni sottotipo intrinseco. In questo contesto le cellule SC trasformate sono capaci di andare incontro a divisione simmetrica e asimmetrica, quest’ultima capace di generare cellule differenziate che si arrestano ad uno specifico stadio differenziamento dipendente dal particolare sottotipo tumorale. Esisterebbe pertanto un bulk tumorale costituito da cellule più o meno differenziate, con una sottopopolazione di cellule  con caratteristiche di CST/TIC.

Secondo un’altra ipotesi i diversi sottotipi molecolari potrebbero originare non direttamente da SC ma da CST derivate da un de-differenziamento di cellule differenziate trasformate in senso neoplastico. Altri autori sostengono tuttavia che i diversi sottotipi potrebbero originare da cellule trasformate che si trovano a diversi livelli lungo l’asse di differenziamento luminale della mammella normale. In questo contesto le SC darebbero origine a tumori CL, progenitori luminali al BL e cellule luminali mature ai tumori luminali A e B; tuttavia quest’ipotesi contrasta con altri studi (a sostegno della teoria delle CST) secondo cui una bassa percentuale di TIC/CST (CD44+/CD24-) è osservata in tutti i sottotipi tumorali 42[]
. Numerose evidenze sperimentali tuttavia hanno supportato che l’origine del CL e BL siano le SC, al contrario per i sottotipi più differenziati (Luminale A, B e HER2 arricchito) non è molto chiaro. In questo contesto Prat&Perou (2011) sono più favorevoli ad una combinazione di queste teorie: CL e BL originerebbero dalla trasformazione di una SC, con limitata differenziazione in progenitori luminali nel caso di tumori BL, invece tumori luminali potrebbero originare da una trasformazione di cellule differenziate.
Coinvolgimento di Sam68 nel potenziale tumorigenico e metastatico delle CST di mammella 
La biosintesi e il metabolismo dell’RNA rappresenta uno dei meccanismi chiave nella regolazione genica. Evidenze sperimentali hanno mostrato differenti profili di espressione di RNA tra cellule tumorali e cellule normali, suggerendo che un’aberrante regolazione del metabolismo dell’RNA potrebbe essere associata con l’inizio e progressione del tumore 20-22
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 In accordo con tale evidenza, molte proteine coinvolte nella suddetta regolazione sono state trovate disregolate nei tumori primari (CRD-BP, SF2/ASF, Sam68 ) Ref inserisci
 La proteina CRD-PB (Coding Region instability Determinant-Binding Protein) lega e stabilizza l’mRNA dell’oncogene c-myc, nei tumori risulta essere amplificata in un terzo dei casi di tumore alla mammella. 23[]

Sam68, Src-associated in mitosis, ha un peso molecolare di 68 KDa, fu originariamente identificata come un substrato della tirosina chinasi Src, durante la mitosi 24
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. La localizzazione di Sam68 è principalmente nucleare, però in seguito a segnali mitogenici trasloca dal nucleo al citoplasma associandosi con Src, ancorata alla membrana cellulare. Tale chinasi fosforila sul residuo tirosinico Sam68, che fungerà da sito di assemblaggio per una serie di molecole come PLCγ-1, rasGap e Grb2 26[]
. Il fattore di scambio dei nucleotidi guaninici SOS, costitutivamente associata con Grb2, induce l’attivazione di Ras, permettendo al pathway delle MAPKinasi di procedere e stimolare a valle una risposta cellulare.
Il ruolo principale di Sam68 viene esplicato a livello nucleare, si tratta infatti di una proteina di legame all’RNA (RBP= RNA Binding Protein) e presenta un dominio GSG (Gpr33-Sam68-GLD-1) o KH domain che è essenziale per il legame all’RNA e l’omodimerizzazione. Tale dominio è fiancheggiato, da regioni ricche in prolina, coinvolte nelle interazioni proteina-proteina e regioni ricche di residui di tirosina, nella porzione C-terminale, che rappresentano i siti di fosforilazione da parte di molte tirosine chinasi. 
Le proteine caratterizzate dalla presenza del dominio GSG, appartengono alla famiglia STAR (Signaling Transduction and Activation of RNA metabolism) 27[]
. Infatti sam68 lega varie proteine coinvolte nella trasduzione del segnale, come la fosfolipasi Cγ (PLCγ) o la fosfatidilinositolo 3 chinasi (PI3K), inoltre grazie alla sua capacità di legare l’RNA, interviene in diverse fasi del suo metabolismo come la trascrizione, lo splicing e la traduzione di mRNA target la cui espressione ed attività sono spesso alterate in molti tumori umani, incluso quello alla mammella. 

Splicing aberrante indotto da Sam68 nelle neoplasie
Lo splicing, insieme alla poliadenilazione ed al capping, rappresenta uno dei processi coinvolti nella maturazione del trascritto primario. La molecola di mRNA immatura può infatti contenere, oltre a sequenze codificanti per amminoacidi (esoni), sequenze non senso (introni) che non codificano per alcun amminoacido, che vengono quindi rimossi durante la maturazione, tramite un processo enzimatico che prende il nome di splicing. Inoltre, da uno stesso trascritto genico, in seguito ad un diverso riarrangiamento degli esoni, possono derivare attraverso splicing alternativo  proteine diverse.
Recenti evidenze sperimentali dimostrano che lo splicing alternativo aberrante si sta rivelando uno step fondamentale nella trasformazione neoplastica e l’espressione di molti fattori di splicing risulta alterata nelle cellule tumorali 28


[ ADDIN EN.CITE ]
 Questi cambiamenti nello splicing sono stati ultimamente impiegati per l’elaborazione di caratteristiche specifiche del cancro che consentono di classificare i pazienti e che spesso si sono rivelati utili per predire la malattia.(Quindi, l’identificazione di tali proteine sarebbe utile per ampliare la comprensione del meccanismo molecolare alla base della progressione tumorale, inoltre potrebbe rappresentare un approccio per sviluppare nuovi targets terapeutici e strategie contro il cancro).

Il ruolo giocato da questa RBP nello splicing alternativo è particolarmente rilevante per il cancro, infatti Sam68 regola positivamente lo splicing di diverse varianti oncogeniche tra cui ciclinaD1, Bcl-X e CD44.

Bcl-x
Lo splicing alternativo gioca un ruolo cruciale nel controllo dell’apoptosi. Molti pre-mRNAs di fattori coinvolti nella morte cellulare vanno incontro a splicing alternativo producendo isoforme con funzioni opposte durante la morte cellulare programmata (Schwerk e Schultze-Osthoff, 2005). Un esempio chiaro è rappresentato dal trascritto di Bcl-x, che in seguito a processi di splicing alternativo produce la variante antiapoptotica Bcl-x(L) o la proapoptotica Bcl-x(s). La scelta tra le due isoforme dipende dai vari segnali di morte.
Le cellule tumorali spesso up-regolano l’isoforma antiapoptotica Bcl-x(L), tale evento correla con una prognosi più infausta e con maggiore rischio di metastasi (Clarke et al., 1995; Olopade et al., 1997). Recenti dati dimostrano che Sam68 lega specificamente l’mRNA endogeno di geni coinvolti nella regolazione dell’apoptosi quali Bak, Bax, Bim ae ed anche Bcl-x (Paronetto et al., 2005).
CiclinaD1
Un altro evento di splicing alternativo con forte rilevanza per il cancro è a carico del protooncogene CCND1 spesso deregolato nelle cellule tumorali 29[]

Questo gene codifica per due trascritti alternativi, chiamati ciclinaD1a e ciclinaD1b. Quest’ultima mostra un potenziale oncogenico maggiore della ciclinaD1a, probabilmente per una sua più pronunciata localizzazione nucleare 30
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 e si trova spesso overespressa in molte neoplasie per esempio nel tumore alla prostata 32
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 e mammella 33
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 correlando con un più alto rischio di trasformazione cellulare e prognosi meno favorevole. E’ stato dimostrato nei carcinomi prostatici che la ciclinaD1b favorisce la proliferazione cellulare delle cellule tumorali, attraverso un’aberrante regolazione dell’attività del recettore degli androgeni ref invece l’isoforma D1a, interagisce con i suddetti recettori reprimendo la loro attività trascrizionale.
Sam68 influenza direttamente lo splicing alternativo del gene CCND1 34
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 e la sua espressione correla positivamente con i livelli dell’isoforma D1b, ma non D1a.

CD44

Rappresenta il primo target di Sam68 ad essere stato identificato. Si tratta di una glicoproteina transmembrana che contiene un dominio extracellulare variabile e un dominio citoplasmatico conservato  di 70 amminoacidi. Il dominio extracellulare lega l’acido ialuronico (HA), il più abbondante glicosaminoglicano nella matrice extracellulare 35[]
, mediando così l’adesione cellulare. Sia CD44 che HA sono overespresse in molte forme tumorali tra cui la mammella 36
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 e il loro legame promuove l’adesione delle cellule tumorali 37[]
, la proliferazione cellulare e la migrazione 38[]
. Dalerba e collaboratori hanno proposto tale glicoproteina di superficie come nuovo marcatore di cellule staminali tumorali di colon-retto 39
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 . Tuttavia la sua reale utilità nell’identificazione delle CST del colon appare dubbia per la sua funzione strutturale e per la sua presenza pressoché ubiquitaria in numerosi tessuti.

Bisogna infatti rivolgere l’attenzione alle varianti di splicing di CD44, codificate tutte da un singolo gene che contiene 19 esoni. Le varie isoforme presentano la stessa sequenza amminoacidica alle due estremità della molecola, ma differiscono nella regione centrale del dominio esterno, che può contenere un numero variabile di esoni. La più comune isoforma è la forma CD44s (cd44standard), overespressa in molte neoplasie e correlata ad un prognosi più infausta. Nel tumore alla mammella si possono trovare alti livelli di espressione di varianti di splicing di cd44 quale la forma v5 e/o v6.

L’attivazione del pathway delle MAP chinasi induce la fosforilazione di Sam68 e regola lo splicing del pre-mRNA di CD44 dipendente da Sam68, favorendo l’inclusione dell’esone variabile v5 (Matter et al., 2002). 

Invece Sam68 interagendo con l’attivatore di splicing SRm160 promuove l’inclusione degli esoni v5 e v6 nel trascritto di CD44 40[]
. Dato che la sovra-espressione di tali varianti di CD44 si correla con la tumorigenesi, conferendo potenziale metastatico alle cellule tumorali non metastatiche, la regolazione dell’attività di Sam68 potrebbe influenzare la progressione tumorale (Cheng et al., 2006).
EMT E TUMORE

Il processo metastatico sembra essere una proprietà innata di una sottopopolazione di CSCs, denominate “Cellule Staminali Tumorali Migratorie” (mCSCs , Migratory CSCs), che mantengono le caratteristiche staminali, ma sono capaci di attivare un programma migratorio e invasivo. Poiché le metastasi somigliano al fenotipo eterogeneo del tumore primario, si è ipotizzato che le CSCs che migrano dalle lesioni primarie rappresentino l’origine della disseminazione metastatica 41
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.
Dal tumore primario infatti si staccano diversi tipi cellulari, ma solo le staminali tumorali grazie alla loro elevata plasticità e capacità di trans-differenziare, sono capaci di muoversi,  entrare nel sistema circolatorio (intravasazione) e da questo muoversi verso un nuovo tessuto ospite (extravasazione), in cui proliferano formando micro-metastasi, ricche in cellule staminali, ed eventualmente macro-metastasi, che somigliano appunto al tumore primario in termini di composizione cellulare ed eterogeneità 42[]
.
L’attitudine migratoria delle mCSCs non è stata ancora ben caratterizzata, ma sembra che esse risiedano al confine tumore/ospite e possano acquisire un fenotipo tipico della transizione epitelio- mesenchima (EMT). 

L’EMT e il suo processo inverso chiamato transizione mesenchimale-epiteliale (MET, Mesenchymal-Epitelial Transition) rivestono un ruolo cruciale nell’embriogenesi (Hay,1995; Perez-Pomares and Munoz-Chapuli,2002;), ma intervengono anche nella rigenerazione e riparazione dei tessuti danneggiati. Per esempio, durante le prime fasi dello sviluppo (gastrulazione), l’epitelio embrionale genera il mesoderma e la delaminazione della cresta neurale, che produce una popolazione di cellule con elevata capacità di movimento che migrano e vengono incorporate in vari tessuti differenti (Nieto,2001; Shook and Keller, 2003). Una volta migrate alla loro destinazione, le cellule possono revertare al loro fenotipo epiteliale originale attraverso la via MET.

Risulta chiaro come un’inappropriata induzione di tale processo possa avere conseguenze disastrose, soprattutto se acquisito dalle cellule tumorali, che diventano capaci di migrare e raggiungere sedi secondarie e ivi metastatizzare. L’EMT per tal motivo è stato associato sempre più spesso alla progressione tumorale, particolarmente a specifici stadi (i.e., invasazione e intravasazione) 43-46
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Una serie di eventi, che porta le cellule di origine epiteliale a spostarsi verso un fenotipo mesenchimale, accompagnano il processo dell’EMT. Le cellule epiteliali sono altamente polarizzate e connesse tra loro da giunzioni cellula-cellula (mediati dalle caderine e occludine), e cellula-matrice extracellulare (ECM), mediati dalle integrine e altre molecole. Le cellule con fenotipo mesenchimale invece non stabiliscono contatti cellulari e sono dotate di capacità migratorie. Durante la EMT le cellule epiteliali perdono tali giunzioni cellulari consentendo così il distacco dalle altre cellule circostanti e la migrazione in sedi distali dal tumore primario.

Un altro evento a cui si assiste durante l’EMT è un drastico rimodellamento del citoscheletro, che consente alle cellule di acquisire proprietà migratorie e, in alcuni casi, un fenotipo invasivo delle cellule mesenchimali 43
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Si assiste anche ad un riarrangiamento genico (nuovo programma trascrizionale) che viene  indotto per mantenere il fenotipo mesenchimale. I fattori trascrizionali che si attivano durante l’EMT includono Twist 48
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, Snail (anche conosciuto come Snail1), Slug (anche conosciuto come Snail2) e SIP-1(ZEB-2). Tali fattori agiscono come repressori trascrizionali dell’E-caderina 49
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 e modulano direttamente o indirettamente l’espressione di un ampio numero di geni coinvolti nell’invasione tumorale e metastasi (es MMP9 matrix metalloproteinase9). Inoltre l’overespressione di alcuni di questi fattori si ritrova in molti tumori umani, tra cui quello di mammella, correlando ad una maggiore aggressività del tumore o ricorrenza e prognosi più infausta 49[]
.
Diversi marcatori molecolari sono stati identificati per valutare se una cellula è andata incontro al processo dell’EMT. Il principale marcatore è L’E-caderina, in particolare si assiste ad una riduzione dei suoi livelli di espressione, e un incremento dei livelli di espressione della N-caderina (caderina mesenchimale), processo conosciuto come “cadherin switching”51
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Altri marcatori mesenchimali che vengono overespressi sono l’ α-actina del muscolo liscio (SMA) e vimentina , mentre vengono ridotti i livelli di markers epiteliali come le citocheratine.

L’EMT può essere indotto da diversi stimoli del microambiente circostante, inclusi i componenti della matrice extracellulare come collagene e acido ialuronico, a da fattori solubili come il Fattore di crescita degli epatociti (HGF), EGF, Wnt, il fattore di crescita trasformante-β (TGF- β), Hedgehog e le citochine (Gavert et al., 2008).
Recenti dati hanno dimostrato una relazione esistente tra EMT e il fenotipo delle CSC, cioè il programma dell’EMT genera cellule con proprietà di cellule staminali, promuovendo la loro capacità di auto-rinnovamento 53
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. Ciò ha gettato una nuova luce nella comprensione del processo metastatico, infatti se la maggior parte delle cellule che lasciano il tumore primario non avessero questa capacità di auto-rinnovamento, la probabilità di trovare macrometastasi verrebbe ad essere un evento eccessivamente raro, a causa del limitato potenziale proliferativo delle cellule differenziate.
RISULTATI
Overespressione dei livelli di Sam68 nei carcinomi mammari
Un incremento dei livelli di espressione di Sam68 caratterizza diversi tipi di tumore, inclusi quelli alla prostata, al rene e alla mammella (Busà et al., 2007; Rajan et al., 2008). Interessante è la sua overespressione ritrovata anche nelle mammosfere tumorali (dati non mostrati); sulla base di tale osservazione e dati ricavati da saggi preliminari condotti nel nostro laboratorio, su un modello tumorale diverso (colon-retto), si è investigato il ruolo putativo di Sam68 nella tumorigenesi e nel processo metastatico delle cellule staminali tumorali (CST) di mammella. 

Al fine di saggiare i livelli di espressione della RBP nei campioni presi in esame, sono state condotte analisi di IHC su sezioni ricavate dai tumori primari di mammella (forniti dall’Unità Operativa di Chirurgia Generale d’Urgenza), evidenziando una elevata positività per Sam68, con localizzazione principalmente nucleare, nei tessuti tumorali rispetto alla regione adiacente non tumorale, ottenuta dallo stesso paziente.fig1 A)
Risultati sovrapponibili sono emersi dall’analisi western blot condotta su colture di cellule staminali isolate da tessuto operatorio degli stessi pazienti.fig 1 B)
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Fig3 Overespressione di Sam68 in campioni di mammella. A) Rappresentativa analisi di IHC anti-Sam68, nel tessuto tumorale (T) di mammella e nella regione sana adiacente al tumore (AT). B) Indagine western blot condotta su colture di cellule staminali isolate da tessuto operatorio degli stessi pazienti.  

Prese insieme queste osservazioni suggeriscono che Sam68 è overespressa in pazienti affetti da tumore alla mammella , ma assente o debolmente espressa nella controparte sana. Interessante è la correlazione che è stata recentemente trovata tra i livelli di espressione di Sam68 e le caratteristiche clinicopatologiche dei pazienti con carcinomi alla mammella, che includono lo stadio clinico, TNM classificazione, grado istologico e l’espressione di ER 54
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 . Pertanto Sam68 potrebbe rappresentare un utile marker prognostico e potenziale target terapeutico.
Caratterizzazione molecolare dei tumori di mammella

Le CST rappresentano attualmente il più promettente materiale di studio per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche mirate all'eradicazione della quota delle uniche cellule responsabili del mantenimento e della crescita di un tumore. Prima di procedere all’isolamento delle cellule staminali di mammella, è stata effettuata una caratterizzazione molecolare e fenotipica dei tumori parentali.
Indagini di immunoistochimica IHC per le citocheratine (CK), marcatori di cellule di origine epiteliale, condotte su sezioni paraffinate dei carcinomi mammari presi in esame, hanno evidenziato la presenza o assenza verso le citocheratine CK5 e CK14. 
In particolare è emerso che alcuni campioni tripli positivi (ER+, PR+, HER2+), mostarvano una positività per le citocheratine 8-18. Invece campioni negativi per i recettori estro-progestinici hanno evidenziato una positività per la citocheratina 5. In accordo con i dati presenti in letteratura (Perou, 2010 e Suling Liu., 2007), è stato associato ai primi un fenotipo basal-like, mentre ai secondi un fenotipo luminale. 
[image: image15.png]Samé68

N
&

2 PBS
£
~15
Q
N doxo
:
g all4
2
0.5
0 a IL-4 +doxo
0 7 14 21 28 35
days
alL-4
Control Doxo alL-4
+Doxo




 
Fig.4 Caratterizzazione molecolare dei tumori primari di mammella. IHC rappresentativa, nel pannello superiore viene mostrato un esempio di carcinoma luminale, positivo per la citocheratina (CK)8-18 e negativo per la CK5 e 14. Il pannello inferiore mostra invece un esempio di carcinoma basale, positivo per la CK5 e negativo per la CK14 e CK8-18
Questi risultati  concordano con i dati bibliografici, secondo i quali i sottotipi basali dei tumori alla mammella sono arricchiti di una sottopopolazione di  TICs/ SCs ER-, PR-, CK5+ che li rende resistenti ai trattamenti standard endocrini e chemioterapici; Al contrario i sottotipi luminali, in particolare di tipo A, sono caratterizzati da cellule più differenziate  ER+, PR+, CK5- che li rende più responsivi ai trattamenti antitumorali. (Horwitz, 2010; Perou, 2010; Daidone)
Dai pezzi operatori tumorali sono state isolate e successivamente propagate le SCs/progenitori che crescono in coltura sottoforma di sferoidi in sospensione in un terreno selettivo per SCs; tali sferoidi mantengono il potenziale tumorigenico e rappresentano una fonte di cellule tumorigeniche per modelli di xenografts di tumori mammari. 

Gli esperimenti successivi sono stati condotti su carcinomi sia luminali che basali, con particolare riguardo ai basali, un sottotipo più aggressivo e resistente ai trattamenti, quindi più importante dal punto di vista clinico. 

Il silenziamento di Sam68 rallenta la proliferazione cellulare e sensibilizza le CST di mammella al trattamento chemioterapico
 Per studiare la funzione biologica di Sam68 e i meccanismi molecolari attraverso i quali la stessa controlla le caratteristiche di staminalità delle CST di mammella, Sam68 è stato silenziato sfruttando la tecnica dell’RNA interference con un piccolo RNA a forcina (shSam68). Quest’ultimo è clonato all’interno di un vettore lentivirale (pLKO.1), con cui sono state poi trasdotte le mammosfere tumorali.

La scelta di utilizzare i lentivirus è mirata ad aumentare l’efficienza della trasduzione, infatti i lentivirus a differenza degli altri retrovirus, presentano il vantaggio di riuscire a trasdurre ed integrarsi in cellule proliferanti e non, evitando così che lo stato di quiescenza in cui si trovano le cellule staminali possa essere riduttivo.
In sfere di mammella, sia luminali che basali, sono stati condotti esperimenti di infezione.

L’efficienza del silenziamento è stata poi saggiata a livello trascrizionale, tramite analisi real-time PCR (fig 3B) e a livello proteico, mediante indagine WB e immunofluorescenza usando anticorpi anti-Sam68. Fig3 A) e C)
[image: image16.png]



Fig5 Efficienza del silenziamento di Sam68. Figura rappresentativa del Knockdown di Sam68 in CST di mammella, trasdotte in modo stabile con uno specifico shRNA. La verifica del silenziamento è stata condotta tramite saggio WB, q-RT e IF. β- actina è stata utilizzata come controllo di caricamento

Si osserva che i livelli trascrizionali e proteici di Sam68, nelle cellule trasdotte con il vettore che porta l’shSam68, sono molto ridotti o quasi assenti se paragonati al nostro controllo, cioè le cellule trasdotte con il vettore lentivirale vuoto (EV), dimostrando così una elevata efficienza di silenziamento di Sam68, stimata pari a circa il 90%.fig3
Effetto del silenziamento sulla proliferazione cellulare

Un significativo rallentamento nella proliferazione cellulare e una riduzione della vitalità cellulare, dopo 72 ore, sono stati osservati nelle mammosfere silenziate per Sam68 rispetto al controllo. Inoltre si è osservato che il knockdown di Sam68 era in grado di aumentare l’effetto citotossico del regime terapeutico standard a base di doxorubicina, dimostrando così che la proteina Sam68 oltre a sostenere la proliferazione cellulare e la sopravvivenza delle CST di mammella, contribuisce alla resistenza del trattamento chemioterapico.
Coerentemente con il rallentamento della crescita cellulare osservato nelle cellule silenziate, dall’ analisi citofluorimetrica è emerso che la down-regulation di Sam68 (sposta il picco verso la fase G2/M) cioè induce una elongation della  fase da G2 a M. fig 4 

[image: image17.png]AT





.

[image: image18.png]



Fig6 La deplezione di Sam68 induce un rallentamento della crescita cellulare.A) Proliferazione cellulare di CST di mammella, infettate con un vettore lentivirale vuoto (EV) o contenente un shRNA per Sam68 (shSam68), trattate o meno con 1 µM di doxorubicina. I valori sono le medie±degli errori standard di n=3; gli esperimenti sono stati ripetuti 3 volte. B) citometria a flusso delle cellule infettate e non con shSam68

L’espressione di inibitori del ciclo cellulare come p27kip1 risulta drasticamente up-regolato (circa 3 volte rispetto al controllo) nelle cellule trasdotte con l’shSam68. Verrebbe così suggerita una spiegazione molecolare dell’effetto antiproliferativo osservato nelle cellule silenziate per Sam68, che potrebbe essere dovuto proprio all’induzione dell’espressione di inibitori del ciclo cellulare come p27kip1. Il silenziamento di Sam68 esercita un effetto anche sull’espressione di altri geni coinvolti nel ciclo cellulare, come la variante di splicing ciclinaD1a, e nell’apoptosi , quale il fattore anti-apoptotico Bcl-XL. Il primo viene incrementato, supportando l’effetto antiproliferativo, mentre il secondo si riduce, in accordo con l’aumento della citotossicità riscontrata nel knockdown.
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Fig 7. Western esemplificativo di fattori coinvolti nel ciclo cellulare e nell’apoptosi. I valori sono le medie±degli errori standard di n=3; gli esperimenti sono stati ripetuti 3 volte. 

Sam68 influenza i livelli di espressione della citochina IL-4
Da studi recenti è emerso che la citochina IL4 partecipa ad un loop autocrino nel sostenere la resistenza delle CST ai chemioterapici convenzionali, attraverso l’induzione di fattori antiapoptotici quali cFLIP, PED and Bcl-xL. La neutralizzazione del pathway indotto dall’IL4 riduce i livelli di proteine antiapoptotiche sensibilizzando al tratattamento chemioterapico. (Todaro et al., 2007).
Si sono inizialmente voluti saggiare nelle mammosfere di mammella, i livelli di espressione dell’IL4 e del suo recettore (IL4-R) per verificare che il pathway fosse attivo anche nel nostro modello cellulare. Saggi di immunofluorescenza ( IF), hanno confermato una loro notevole espressione nelle sfere tumorali rispetto alle cellule normali controllo.fig
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Fig.8 Le CST di mammella esprimono alti livelli di IL4 e del suo recettore(IL4 R). Indagine di IF contro il recettore dell’IL4(IL4-R)  e il suo ligando (IL4), su mammosfere normali e tumorali mostrano una elevata positività nelle sfere tumorali rispetto alle normali.

Si è quindi deciso di indagare se il coinvolgimento di Sam68 nella resistenza ai chemioterapici si potesse attribuire  ad una regolazione diretta di Sam68 sui livelli di espressione dell’ IL4.
Analisi real time-PCR, hanno rivelato che la down-regolazione di Sam68 riduce drasticamente i livelli trascrizionali di IL4, (fig. 7A) mentre  il trattamento delle CST-M con un anticorpo neutralizzante IL4 diminuisce i livelli proteici di Sam68, come si può osservare dall’indagine WB condotta.(fig. 7B) Questi dati suggeriscono una possibile influenza reciproca esercitata dalle due proteine, Sam68 e IL4. 
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B)
Fig 9 Sam68 influenza i livelli di espressione di IL4 e viceversa. A) L’espressione di IL4 in CST di mammella trasdotte con un vettore lentivirale vuoto (EV) o con shSam68 è stata valutata in qRT-PCR. B) CST di mammella sono state trattate con 7,5 µg/ml di α-IL4 e/o 1µM di doxorubicina per 48 ore. I lisati totali sono stati saggiati per l’espressione di Sam68. β-actina è stata utilizzata come controllo di caricamento

Dall’analisi WB si osserva anche che il semplice trattamento chemioterapico (doxorubicina) comporta un incremento dei livelli di Sam68 e del fattore antiapoptotico Bcl2, che invece si riduce con il neutralizzante di IL4, in accordo con i dati in letteratura. (Fig. 7B) Tale risultato potrebbe essere razionalizzato ipotizzando una selezione positiva esercitata dal chemioterapico, verso quei cloni della popolazione eterogenea tumorale che presentano una overespressione di Sam68 e pertanto più resistenti al trattamento. Alla luce di quanto detto, la riduzione dei livelli di espressione di Sam68 e Bcl2 nella doppia combinazione (con il neutralizzante di IL4 e la doxorubicina), sarebbero da attribuire esclusivamente al pretrattamento con il neutralizzante, che probabilmente riducendo i livelli di Sam68 e di fattori antiapoptotici  (per es come Bcl2), rende le cellule più sensibili all’azione del chemioterapico.
Il silenziamento di Sam68 riduce la capacità migratoria delle CST di mammella
Dati bibliografici dimostrano che Sam68 regola lo splicing di diverse molecole coinvolte nella migrazione e invasione cellulare, tra cui la glicoproteina CD44. E’ stato infatti dimostrato che Sam68 promuove l’inclusione degli esoni v5 e v6 nell’mRNA di CD44, che risultano overespressi in molte forme tumorali tra cui quello mammario. Recentemente CD44v6 è stato correlato con l’attivazione del recettore a tirosina kinasi c-Met, attraverso la formazione di un complesso ternario che comprende CD44v6-c-MET-HGF (ligando di MET). L’oncogene Met è il principale regolatore dell’ “Invasive Growth”, un programma genetico che regola la rottura dei legami cellula-cellula e cellula-ECM, l’acquisizione di un fenotipo capace di invadere la ECM (Extracellular Matrix) e l’adattamento ad un nuovo ambiente extracellulare.
Al fine di determinare il ruolo putativo di Sam68 nel potenziale invasivo delle M-CST, sono stati effettuati saggi in vitro adattando un saggio di invasione al sistema colturale selettivo per le CST.

Questo saggio mima un processo attivo di intravasazione poiché si avvale di un filtro in policarbonato con una membrana con pori della dimensione di 8 µm, che delimita due camere, sulla quale viene fatto polimerizzare uno strato di Matrigel depleto di fattori di crescita. Nella camera superiore sono state piastrate le cellule da saggiare mentre nella camera inferiore, mantenuta in condizioni di staminalità, è stato utilizzato il siero umano come chemioattrattante. 

Si è osservato che 48 ore dopo la piastratura, un esiguo numero di cellule con Sam68 silenziato avevano raggiunto la camera inferiore, mentre la maggior parte delle cellule rimanevano in sospensione nella camera superiore e una piccola porzione cellulare aderiva alla superficie del Matrigel con evidenti segni morfologici di differenziamento. Le cellule controllo trasdotte con il vettore vuoto invece si ritrovano in  numero cospicuo nella camera inferirore. Analoghi risultati sono stati ottenuti anche dopo 72 ore.
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Fig 10 La ridotta espressione di Sam68 riduce la capacità migratoria delle CSC di mammella. Saggio di migrazione di CSC di mammella trasdotte con un vettore lentivirale vuoto (nero) o un vettore lentivirale contenente un shRNA per Sam68 (grigio) a tempi differenti. I valori sono le medie±degli errori standard di n=3; gli esperimenti sono stati ripetuti 3 volte.
Nel knockdown di Sam68, è stata infine saggiata l’espressione, tramite IF, della glicoproteina CD44 e del recettore Met, al fine di valutare se la riduzione della migrazione cellulare osservata nelle cellule silenziate fosse correlata a tali recettori. 
L’analisi condotta al microscopio confocale sui campioni shSam68 citocentrifugati, ha evidenziato una significativa riduzione superiore al 90% per il recettore c-Met e circa dell’80% per CD44s. Fig 9 ( A e B ) Si è voluto pertanto indagare se oltre all’azione su CD44 totale, il silenziamento potesse esercitare un effetto anche sui livelli di espressione dell’isoforma v6, i cui livelli trascrizionali sono stati saggiati tramite Real time-PCR. Fig 9 C), 
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Fig11 A) Analisi confocale per i recettori CD44 e c-Met su sfere dissociate. I nuclei sono stati contrastati con Toto-3 (Blu). B)  Schema riassuntivo della positività per i marcatori CD44v6 e c-Met riscontrati nelle sfere di mammella silenziate per Sam68 (shSam68) rispetto al controllo non silenzaito (EV). C) Espressione relativa della variante di splicing CD44v6 sulle cellule  trasdotte con il vettore lentivirale vuoto (lv) e con quello in cui è clonato l’shSam68 (ShSam68)

Sam68 sostiene la Transizione Epitelio-Mesenchima
È ormai noto che il processo di Transizione Epitelio-Mesenchima (EMT) è importante per l’evoluzione del tumore in quanto permette ad una cellula epiteliale di distaccarsi dalla sede primaria e di migrare.

Dato che le cellule shSam68 hanno mostrato di possedere una minore capacità migratoria, abbiamo voluto valutare in esse l’espressione dei principali hallmarks della EMT .

L’analisi è stata condotta mediante real-time PCR quantitativa, al fine di poter valutare i livelli di espressione del fattore di trascrizione Snail e dell’E- caderina.
I livelli del trascritto di snail sono risultati ridotti  di circa l’80% nel knockdown di Sam68 rispetto al controllo ( Fig 10A), mentre si è osservato un incremento, seppur discreto,  pari a circa il 30% dei livelli del trascritto del marker epiteliale E-caderina, risultato confermato anche dall’analisi Western blot condotto per la stessa. (Fig 10B)
 
Fig.13 Sam68 influenza geni coinvolti nell’EMT. A) Real time PCR quantitativa relativa del fattore di trascrizione  Snail sulle sfere di mammella silenziate e non per Sam68. B) Analisi western blot del marker E-caderina condotta su cellule trasdotte con il vettore vuoto o con shRNA specifico per Sam68 (ShSam68). I valori sono le medie±degli errori standard di n=3; gli esperimenti sono stati ripetuti 3 volte. β-actina è stata usata come controllo interno

La riduzione dei livelli di espressione di Sam68 e la neutralizzazione dell’IL4 blocca la crescita tumorale in vivo
I risultati ottenuti in vitro hanno incoraggiato la sperimentazione in vivo; sono stati quindi effettuati inoculi ortotopici di mammosfere, silenziate e non per Sam68, in topi NOD/SCID (n=10). Dopo circa 3 settimane dall’inoculo è stata riscontrata la crescita del tumore solo nel nostro controllo, a differenza delle cellule trasdotte con l’shSam68 che non hanno indotto alcuna neoformazione maligna. Si è monitorata la crescita tumorale nell’arco di sei settimane circa, al termine delle quali i topi sono stati sacrificati per procedere al prelievo dei tumori, generati solo dalle cellule trasdotte con il vettore vuoto, infatti le CST di mammella silenziate non hanno supportato alcuna crescita tumorale neanche al termine di tale periodo. Questi dati suggeriscono che Sam68 è indispensabile per sostenere la proliferazione cellulare. fig


Fig. 14 La riduzione dei livelli di espressione di Sam68 blocca la crescita tumorale. A)Immagine rappresentativa di uno xenograft tumorale di un topo NOD/SCID dopo inoculo di mammosfere tumorali infettate con il vettore lentivirale vuoto (lv) o con il vettore lv contenente un shRNA per Sam68 (shSam68). B) cinetica di crescita tumorale
Si è voluto inoltre, testare in vivo, se la neutralizzazione dell’IL4 fosse in grado di agire sull’espressione di Sam68, rendendo così le cellule più sensibili al trattamento chemioterapico e ridurre così la massa tumorale. A tal scopo le CST-M sono state inoculate ortotopicamente in modelli murini NOD/SCID, dopo circa 3 settimane dall’inoculo è comparsa la massa tumorale e si è pertanto iniziato il singolo trattamento con il neutralizzante dell’IL4 e la doxorubicina. I due approcci sono stati impiegati anche simultaneamente, pretrattando prima con il neutralizzante e poi con il chemioterapico. I risultati sono stati soddisfacenti, poichè il semplice trattamento con il neutralizzante mostra una riduzione della massa tumorale rispetto al controllo non trattato, però il doppio trattamento induce una drastica riduzione della massa neoplastica, come si può osservare dalla cinetica di crescita tumorale riportata nel grafico.
Un dato interessante è emerso dalle indagini di IHC , condotte su sezioni paraffinate ricavate dagli xenograft, per saggiare i livelli di Sam68. Si osserva che il trattamento chemioterapico induce una upregulation di Sam68 e solo la neutralizzazione dell’IL4 riesce a prevenire l’espansione di cellule Sam68+,  rendendole così  più sensibili al trattamento chemioterapico, infatti vaste aree necrotiche si possono riscontrare nella sezione reagita (ultimo pannello a destra).

Fig.15 Il trattamento in vivo con IL-4 previene l’espansione di cellule Sam68 positive. A) Crescita  e misura di xenograft generati da inoculi ortotopici di mammosfere tumorali in topi NOD/SCID , trattati i.p. con doxorubicina (4mg/kg) e/o α-IL4 (3mg/kg). Trattamento con PBS è stato usato come controllo. B) Indagini di IHC  anti –Sam68 condotte su sezioni di xenograft ricavate dai tumori di cui al punto A).

DISCUSSIONE

La resistenza delle cellule tumorali all’induzione degli stimoli di morte rappresenta uno dei principali ostacoli alla cura del cancro. Molti meccanismi possono contribuire allo sviluppo della resistenza terapeutica, compresa la selezione stocastica di subcloni genetici resistenti, microambiente delle cellule e fattori estrinseci.
In accordo con il modello delle CST ci si attende una elevata resistenza alle terapie antitumorali da parte delle cellule in grado di originare il tumore, responsabili pertanto del ripopolamento dei tumori trattati con radioterapia o chemioterapia.
Risulta chiaro come l’isolamento e la caratterizzazione di molecole coinvolte nella proliferazione e nella sopravvivenza delle CST della mammella possa risultare utile per colpire selettivamente queste cellule, permettendo così in futuro l’eradicazione  del tumore e la prevenzione della disseminazione metastatica. La molecola Sam68, su cui si è deciso di indagare, overespressa nei tumori primari e nelle CST di mammella, svolgerebbe un ruolo determinante nel regolare lo splicing e l’espressione di proteine correlate alla staminalità, che alimentano la tumorigenicità e la crescita invasiva. In accordo con i dati bibliografici (Cheng et al., 2006) si è dimostrato che Sam68 probabilmente promuove l’inclusione dell’isoforma pro-cancerogena CD44v6 nelle CST di mammella, infatti la deplezione di Sam68 riduce i livelli trascrizionali di tale variante di splicing oncogenica.
CD44v6 funge da co-recettore di c-Met e coopera con l’asse HGF/c-Met per promuovere l‘invasione cellulare delle CST.
E’ ormai noto che la capacità migratoria delle cellule tumorali è da attribuire all’attivazione del processo di EMT 55[]
. I dati ottenuti depongono a favore di un coinvolgimento di Sam68 in tale processo, infatti il suo knockdown riduce i livelli di snail e incrementa quelli dell’E-caderina.
 Sam68 regola quindi positivamente markers tipici della EMT , contribuendo in tal modo al mantenimento delle caratteristiche di staminalità. Infatti, recenti evidenze sperimentali associano l’ EMT all’acquisizione di un fenotipo staminale da parte di cellule differenziate purificate da tessuto mammario sia normale che tumorale 53


[ ADDIN EN.CITE ]
. 
Questi dati suggeriscono che Sam68 mediante la regolazione dello splicing e l’espressione di specifici geni , agisca come interruttore per l’attivazione e il mantenimento delle caratteristiche di staminalità delle CST di mammella.
Un altro dato interessante emerso da questo studio è stata l’ipotetica correlazione esistente tra la citochina IL4 e Sam68, potrebbe esistere un cross-talk tra le vie attivate dalle due molecole. E’ stato dimostrato che Sam68 incrementa i livelli di Akt fosforilato(Libing Song., 2010), che a sua volta fosforila e inattiva i fattori di trascrizione FOXO, inibendo così l’attivazione dei sui geni targets tra cui p27kip1. Verrebbe così fornita una spiegazione molecolare dell’effetto antiproliferativo indotto dalla deplezione di Sam68 tramite ShRNA, dovuto quindi alla soppressione della fosforilazione di Akt e successiva attivazione di FOXO, che potrebbe promuovere infine l’overespressione dell’inibitore delle chinasi  ciclica-dipendenti come p27kip1. 
Dall’altro lato il legame dell’IL4 al suo recettore oltre ad attivare la cascata Jak/STAT, attiva il pathway PI3K/Akt, quindi Akt verrebbe ad essere il punto di convergenza tra le vie attivate da Sam68 e IL4. Fig 16
Agire sulla neutralizzazione dell’IL4 potrebbe quindi rappresentare un valido approccio terapeutico per ridurre la fosforilazione di Akt, indotta a valle da entrambe le vie di segnalazione, riducendo così la proliferazione cellulare. Il neutralizzante dell’IL4 potrebbe inoltre esplicare un effetto a monte, agendo direttamente sui livelli di espressione di Sam68, la cui riduzione risulta vantaggiosa per ridurre la chemioresistenza delle CST di mammella e sensibilizzarle al trattamento chemioterapico.

Fig16 Ipotetico pathway che correla Sam68 e IL4. Sam68 attraverso l’attivazione di AKT, potrebbe indurre la fosforilazione dei fattori di trascrizione FOX, che nella loro forma inattiva bloccano anche la trascrizione degli inibitori del ciclo cellulare p21 e p27kip1. Tale effetto potrebbe essere rafforzato dal legame dell’IL4 al suo recettore tramite la via PI3K/AKT. Entrambe le proteine, Sam68 e IL4, overespresse in molte forme tumorali, potrebbero pertanto cooperare per stimolare la proliferazione cellulare.
MATERIALI E METODI
Campioni  

Campioni di mammella sono stati ottenuti in seguito ad asportazione chirurgica, da pazienti ricoverati presso l’Unità Operativa di Chirurgia Generale d’Urgenza, affetti da carcinomi mammari luminali (n=8) e basali(n=2), in accordo con gli standards etici del Comitato Istituzionale Responsabile della sperimentazione umana. La diagnosi tumorale si è basata sulle caratteristiche microscopiche al fine di determinare il tipo istologico.

Purificazione cellulare e propagazione

L' isolamento del CST si basa essenzialmente su due approcci distinti: selezione delle CST tramite mezzo di coltura specifico oppure selezione diretta delle sottopopolazioni cellulari che esprimono specifici marcatori di staminalità tramite tecnologia FACS.

In entrambi gli approcci il tumore, poco dopo l'asportazione chirurgica, viene processato, prima meccanicamente ed in seguito enzimaticamente, sfruttando collagenase di tipo II (1.5 mg/ml) (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) and hyaluronidase (20 mg/ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) per 1h a 37C,  al fine di ottenere una sospensione monocellulare. 
Dal  digesto così ottenuto si sono isolate le CST tramite:

Mezzo di coltura:  coltivando parte della sospensione cellulare, in fiasche a bassa aderenza, in un terreno selettivo contenente eparina, apotrasferrina, insulina, putrescina, il fattore basico di crescita dei fibroblasti (bFGF), il fattore di crescita dell’epidermide (EGF) ed in assenza di siero fetale bovino (FBS). Queste condizioni colturali contribuiscono alla morte delle cellule tumorali più differenziate (per anoikis), consentendo l'espansione delle CST. La restante parte del digesto viene mantenuta in condizioni di aderenza con terreno DMEM (Euroclone Ltd., West York, UK) in presenza di 10% FBS .

Un metodo più versatile è la tecnologia FACS, la quale consente di utilizzare contemporaneamente anticorpi coniugati a differenti fluorocromi e di separare pertanto contemporaneamente 
Immunoistochimica

Le reazioni di immunoistochimica sono state condotte su sezioni paraffinate dello spessore di 3µm  di tessuto tumorale umano di mammella o xenograft.Le sezioni sono state deparaffinate in xylene e reidratate in concentrazioni decrescenti di etanolo (100%-50%), per terminare con un breve passaggio in acqua distillata. Lo smascheramento dei siti antigenici è stato effettuato in retrieval sodio citrato10 mM (pH 6.0 or 9,9). Dopo un lavaggio in acqua distillata le perossidasi endogene sono state inibite in H2O2  3% ((Hydrogen Peroxide DAKO code 004400) per 5 min. Il blocco di siti antigenici aspecifici è stato effettuato con 10% siero umano da donatori AB per 20 min. Eliminato l’eccesso di siero, le sezioni sono esposte a specifici anticorpi monoclonali anti-CK5 (Novocastra, clone XM26 code NCL-L-CK5), anti-CK14 (Novocastra, clone LL002 code NCL-L-LL002), anti-CK8/18 (Novocastra, clone CD10 code NCL-CK18), anti-ALDH (BD biosciences clone 44 cat no 611194), anti-CD44v6 (Mouse IgG, R&D Systems) o isotype-matched control alla diluizione appropriata, le reazioni sono state condotte con il kit LSAB 2 System (Dako) e la colorazione è stata visualizzata usando la perossidasi il 3-amino-9-etilcarbazolo (AEC). I nuclei delle cellule sono stati contrastati con ematossilina.

Per colorazioni di E&E, sezioni deparaffinate sono state colorate in ematossilina per 5min, lavate in acqua distillata ed esposte per 1 min all’eosina.
Immunofluorescenza
I saggi di immunofluorescenza sono stati effettuati su cellule citocentrifugate, utilizzando gli anticorpi:anti- CD44 (mouse IgG2a, Ancell), CD44v6 (mouse IgG, R&D Systems), c-Met (rabbit IgG, Santa Cruz). I campioni sono stati dunque incubati con anticorpi secondari coniugati con fluoro cromi FITC, Rhodamine Red anti-mouse o anti-rabbit (Molecular Probes). I nuclei sono stati contrastati con Toto-3 iodide. Le immagini sono state analizzate tramite microscopio confocale Nikon Eclipse C1si.

Analisi Western blot

Le cellule sono state lisate in un buffer [50mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% NP-40] supplementato con inibitori di proteasi e fosfatasi [1mM PMSF, 1µg/ml leupeptin, 1µg/ml pepstatin, 1µg/ml aprotinin, 0,5M NaF and 1mM Na3VO4]. I lisati proteici (35 µg)  sono stati frazionati su  gel SDS-poliacrilamide (12%) e le proteine sono state in seguito trasferite su filtro di nitrocellulosa. Le membrane sono state bloccate in latte, sciolto in TBS contenente 0.05% Tween e successivamente incubate con anticorpi specifici per Sam68 (num clone, rabbit polyclonal, Santa Cruz Biotechnology), Bcl2 (05-729, clone 100, mouse IgG1, Upstate Biotechnology), p27kip1 (2552, rabbit polyclonal, Cell Signaling Technology (CST), Danvers, MA), Bcl-XL (H-5, mouse IgG1, Santa Cruz Biotechnology) e β-actina (Ab-1 mouse IgM, Calbiochem, Darmstadt, Germany).

Le membrane sono state poi incubate con immunoglobuline anti-mouse o anti-rabbit (Amersham Bioscences UK Limited) coniugate con la perrosidasi e sviluppate con un sistema di chemioluminescenza (SuperSignal West Pico/Dura Extended duration substrate, Pierce Biotechnology, Illinois, USA).

Produzione di particelle lentivirali e trasduzione

Il trasferimento di DNA esogeno in CST di mammella è stato effettuato tramite il vettore lentivirale PLK0.1 (Sigma-Aldrich) e una breve sequenza di RNA a forcina per Sam68 (ShSam68), gentilmente messo a nostara disposizione dal prof. Claudio Sette. Supernatanti lenti virali sono stati raccolti a 48 e 72 ore dalla trasfezione di cellule di packaging HEK-293T, usando Fugene (High trasfection reagent, Roche) come reagente di trasfezione. Le mammosfere disgregate (100.000 sfere), sono state esposte a 1ml di filtrato virale del vettore vuoto (EV) o ShSam68 per 40 minuti centrifugando a 800 rpm in presenza di polybrene (8 μg/ml), per incrementare l’efficienza dell’infezione. Dopo 2 cicli di infezione le cellule che stabilmente esprimono le sequenze trasdotte sono state selezionate attraverso esposizione alla puromicina (Sigma-Aldrich). 
Vitalità cellulare 

La vitalità cellulare è stata valutata sulle CST-M trasdotte con il PLK0.1-shSam68, o il controllo shRNA , trattate con 1 μM di doxorubicina per 72 ore. La vitalità era valutata usando il CellTiter Aqueous Assay kit (Promega Corp.) in accordo alle istruzioni . La morte cellulare era analizzata con orange acridine (50 μg/mL) e colorante bromuro di etidio (1 μg/mL).
Ciclo cellulare
Per l’analisi del ciclo cellulare, mammosfere tumorali trasdotte con il vettore lentivirale vuoto (EV) o con l’shRNA per Sam68 (shSam68) sono state tripsinizzate, lavate con PBS e fissate in etanolo 70% O.N. Le sfere sono state successivamente colorate con propidio ioduro (50 mg/ml). La distribuzione in fase G0/G1, S, e G2/M è stata calcolata usando il programma Cell Quest . Ciascun esperimento è stato ripetuto tre volte indipendentemente.
Real-time PCR
L’RNA totale è stato estratto e retrotrascritto con il TaqMan® Gene Expression Cells-to-CT™ Kit(Ambion). Le amplificazioni sono state effettuate tramite Taq Man master Mix (Applied Biosystems). Tutte le reazioni di amplificazione sono state eseguite in triplicato, e la quantità relativa dell’espressione di ciascun gene è stata calcolata mediante metodo comparativo  (ΔΔCt). I livelli dell’espressione del mRNA sono stati calcolati utilizzando come controllo endogeno la GAPDH. I risultati sono stati analizzati utilizzando il software ABI PRISM SDS, version 2.1 (Applied Biosystems). Per le reazioni Taq Man Probe detection, sono stati utilizzati i seguenti primers: Hs00153310_m1 (CD44v6), Hs00195591_m1 (Snail), Hs01675818_s1 (E-caderin). 

Saggio di invasione

25 μl di Matrigel (BD Biosciences) diluito 1:3 in terreno privo di siero è stato addizionato ad una membrana con pori dal diametro di 8 μm (Costar). Dopo solidificazione a 37°C per 1h, sono state piastrate 1.5x105 cellule dissociate da sfere e lasciate nell’incubatore a 37°C per 48 h, come chemioattrattante è stato utilizzato il siero umano.

Le cellule ricavate sia dalla camera superiore che inferiore sono state collezionate e propagate in condizioni di staminalità e/o citocentrifugate per le analisi successive. 
Esperimenti in vivo 

Topi NOD / SCID sono stati acquistati dalla Charles River Laboratories (Milano, Italia) e sono stati fatti acclimatare per una settimana circa prima di essere impiegati nella sperimentazione. Tutti gli esperimenti sono stati effettuati secondo le norme vigenti, osservando i principi interdisciplinari e le linee guida per l'uso di animali nella ricerca.
Mammosfere tumorali tradotte con il vettore lentivirale vuoto( pLKO.1) e con quello in cui è clonato l’ShSam68, sono state inoculate ortotopicamente in (n=6) topi NOD/SCID, in particolare 4x 103  mammosfere disgregate, sono state preparate in una miscela di terreno DMEM (Euroclone Ltd., West York, UK) e matrigel (BD, code 354230), secondo un rapporto di 1:6 e risospeso in un volume finale di 100 (l. Quando tumori di circa 0,23 cm3 erano rilevati, i topi sono stati trattati i.p. con doxorubicina (2mg/Kg  2 volte a settimana, per 3 settimane) o con il neutralizzante dell’IL4 (…marca.) da solo o in combinazione con il chemioterapico. Controlli erano valutati usando il PBS.
La cinetica di crescita dei tumori stata seguita servendosi di un calibro e i volumi delle masse tumorali sono stati calcolati sulla base della formula : ((/6) x diametro maggiore x (diametro minore)2.
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