NANCTECNOLOS

nuovi strumenti per risolvere vecchi problemi

dott. Cristina Ferrario

Gruppo di ricerca: Genetica dei tumori
(responsabile prof. Marco Pierotti)

21 Aprile 2006

* FonpazioNe IRCCS FONDAZIONE
l N ISTITUTO FIRC

= @=| IsTITUTO NAZIONALE B0 ORLOBM
* DEI TUMORI MOLECOLARE

Copyright©2006 IFOM Fondazione Istituto FIRC di Oncologia Molecolare




Cosa sono le nanotecnologie

Il termine nanotecnologie si riferisce a tutte quelle tecnologie che coinvolgono la
creazione e l'utilizzo di materiali e strumenti nella scala dimensionale del nanometro,

la miliardesima parte del metro.
Proprio a questa scala dimensionale appartengono le molecole biologiche e tutte le
strutture presenti in una cellula vivente.

Dimensioni x 103 Diametro
globulo rosso: > doppia elica DNA:
circa 6-8 um circa 2,5 nm

Le applicazioni delle nanotecnologie per il trattamento, la diagnosi e il
controllo di sistemi biologici sono state recentemente definite
nanomedicina dal National Institute of Health.
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..come hanno modificato la nostra societa'...

Le nanotecnologie influenzano quasi tutti gli aspetti della nostra vita

comunicazioni

Industria alimentare Industria chimica

/ ed energetica
"™\ \ANOTECNOLOgIs

_ . matematica
chimica
fisica
ingegneria

biologia

Industria dei | «—

materiali l Industria cosmetica

Biologia e medicina
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..e lalotta contro il cancro

PREVENZIONE

Ll

Diagnostica

DIAGNOSI
PRECOCE

‘| per immagini

| Livelli ematici di

marcatori tumorali

TERAPIA

|
|
| \
|

Chirurgia \

Chemioterapia

Radioterapia
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Difficolta’ nell'identificare e raggiungere il tumore

Diagnostica per Tossicita’ del mezzo di contrasto

/'
. o« o /v
immagini ~
\

Scarsa stabilita’ del segnale emesso

Strumentazione complessa e costosa

Ricerca di marcatori | > Livelli di espressione del marcatore
nel sangue TS

Scarsa specificita’ del marcatore

-_nanoparticelle in grado di migliorare diversi aspetti della diagnostica per immagini

- dispositivi costituiti da nano-componenti in grado di identificare con grande specificita
e sensibilita’ determinate molecole di interesse
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NANOSHELLS

Core di materiale semiconduttore o non conduttore circondato da un
"guscio” di metallo.

Cellule
sane

Modificando la forma e lo spessore della particelle si possono

modificare le caratteristiche di risposta alla luce. Cellula
tumorale

Utilizzate sia per la diagnostica che per la terapia (termoablazione)

QUANTUM DOTS: nanoparticelle di semiconduttori che, quando vengono illuminate da luce ultravioletta, emettono una
vasta gamma di colori che possono essere usati per identificare le cellule e le loro attivita' biologiche.

GOLD NANOPARTICLES: particelle con un rivestimento d'oro, molto utilizzate perche’ possono essere identificate con
diverse fecniche.

- maggiore |uminosita’

-_maggiore stabilita’ del segnale emesso

- possibilita’ di "visualizzazioni multiple”

-_maggior specificita
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Nuovi strumenti - diagnosi precoce (2)

Tumaur biomarker
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NANOCANTILEVERS

Strutture flessibili, che somigliano a dei frampolini per i fuffi, che possono
essere ricoperte di molecole (anticorpi) in grado di legare marcatori tumorali.

Il legame dello specifico molecola all'‘anticorpo provoca una flessione della
struttura che permette di identificare il ligando sia qualitativamente che
quantitativamente

NANOWIRES

Sottilissimi fili, dell'ordine di grandezza del nanometfro, che possono
essere ricoperti di anticorpi in grado di legare poteine di interesse e di
trasmettere l'informazione ad un computer attraverso degli elettrodi.

Modificata da: Ferrari, M, Nat Rev Cancer. 2005 Mar; 5 (3):161-71.

VANTAGGI

- elevata sensibilita’

- possibilita’ di "determinazioni multiple”

- elevata_specificitd
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Somministrazione
del farmaco

"ostacoli” al
raggiungimento
del tumore

Effetti collaterali

Nanoparticelle

Sistema immunitario
— Barriere fisiche (Blood Brain Barrier, ...)

Barriere "cellula-dipendenti”

__» Farmaci poco selettivi

Ripetute sedute di terapia

Membrana
Matri polimerica
atrice
polimerica Core ~
Nanosfere Nanocapsule

Modificata da: Brigger I, et al; Adv Drug Deliv Rev. 2002 Sep 13;54(5):631-51.
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Nuovi strumenti - terapia (1)

I LIPOSOMI sono tra le prime molecole studiate e utilizzate in
clinica per superare alcuni degli effetti collaterali della
chemioterapia tradizionale.

Un esempio:

DOXORUBICINA .

(fumore ovarico e mammario) Alta tossicita’ cardiaca

e midollare

LIPOSOMA

Particella sferica con
una membrana costituita
da un doppio strato lipidico

tratta dal sito: www.exopol.com

LIPOSOMI

Attivazione del
Sistema Immunitario ed
eliminazione del farmaco

LIPOSOMI+ PEG
Elusione del Tossicita' cardiaca dal 18.8% al 3.9% MIGLIORE QUALITA'
Sistema Immunitario - Tossicita' sul midollo osseo dal 10% al 4% - DELLA eITA

Informazioni e immagini tratte dal sito http://www.galenotech.org/liposomi.htm
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Nuovi strumenti - terapia (2)

Le nanoparticelle sono multifunzionali

Possono veicolare anche piu' di un farmaco alla volta permettendo
una chemioterapia combinata.
Possono inoltre trasportare altre molecole oltre ai farmaci, ad

material

esempio mezzi di confrasto oppure molecole che facilitino il Therapeuticor | Bioogical surtace
raggiungimento dell'organo bersaglio. maging payload modfier
9 J J ©ouwh s
@ g B TYTarwhg moieties
Cortrast enhancer
< Permazation enhancsr

Blood vassel

Da: Ferrari, M, Nat Rev Cancer. 2005 Mar; 5 (3):161-71.

Le nanoparticelle possono essere attivate

E' possibile modificare le nanoparticelle in modo
@ ___ che rilascino il farmaco o le altre sostanze che
,_xy e trasportano solo dopo un determinato stimolo

nancperticles

* (radiazione esterna, legame con la cellula fumorale,
E.}'lutoxc payload
c ralasad into targatad ec C)

cancer cell, leading to
cal death

Modificata da: Ferrari, M, Nat Rev Cancer. 2005 Mar; 5 (3):161-71.
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Nuovi strumenti - terapia (3)

Oltre alle nanoparticelle sono state progettati anche alcuni dispositivi (matrici polimeriche)
in grado di rilasciare gradualmente il farmaco e che possono essere impiantati direttamente
nel tumore.

Targeted Therapy Across the Blood-Brain Barrier Un esemp|o:

Tumore al cervello Chirurgia
Piuttosto raro ma molto Chemioterapia
difficile da curare Radioterapia

l

Polimero biodegradabile
posizionato direttamente
nel fumore

l

Rilascio graduale del
farmaco in loco.

~» Diecuion of

ORGSR o; 320

—>» | Approvato da FDA

Modificata da: Lesniak M.S., Technol Cancer Res Treat. 2005 Aug;4(4):417-28.
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..e la ricerca sul cancro?

Le nanotecnologie si sono rivelate importanti strumenti per lo studio dell espressione genica.

Ma cosa sono i geni e perche’ e’ importante conoscerne |'espressione?
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DNA: sequenza di 4 diverse basi azotate
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I geni sono dei frammenti di DNA che contengono tutte le informazioni necessarie per
la sintesi delle proteine e il corretto funzionamento delle cellule.

Il sequenziamento del genoma umano ci ha permesso di conoscere ftutta l'informazione
contenuta nella cellula: pit di 30.000 geni.
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Dal DNA alle proteine: leggere e interpretare il messaggio

r .
| 4 diverse

| . TR
| basi azotate . aminoacidi |

ol — — . __. —

proteina

L'informazione contenuta nel DNA

e’ espressa con un linguaggio costituito da T PYT—
una specifica sequenza di basi azotate. CUC leucina CCC prolina
CUA leucina CCAprolina

CUG leucina, start CCG prolina Il COdiCC qeneﬂco
per interpretare il

Ogni molecola di mRNA (RNA messaggero)

COI"I"iSPOﬂde ad un pF'ZCiSO messaggio. AUV isoleucina, start? | ACU treonina .
AUC isoleucina ACC treonina messagglo
AUA Isoleucina ACAtreonina

AUG metionina, start? |ACG treonina
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Differenze nell'espressione genica...
Le cellule

Tutte le cellule del nostro organismo possiedono
un identico patrimonio genetico (geni), ma
differenze nell'espressione dei suddetti geni
portano alla generazione di cellule completamente
diverse le une dalle altre, dotate di specifiche
caratteristiche morfologiche e funzionali.

9 ' | %vﬁ
£ 4 A &
‘{\mu

LN ’\'1‘

Neurone

L'informazione genica della cellula tfumorale &
Dal libro “Viaggio nel Corpo Umano” P.Angela e P.Motta, Ed. Rizzoli. SpeSSO mo“-o dlver.Sa da que”a de”a Ce”ula sana.

Immagini dal sito http://w3.uniromal.it/anat3b/libro%20motta/libro%20motta.htm

I tessuti

Il fumore e’ caratterizzato da alterazioni
a livello molecolare che spesso portano

a profonde modificazioni anche a livello
macroscopico.

Tessuto normale
(breast)

(breast) I IFEOM 21 Aprile 2006



I geni non sono “isolati” . Esiste una fitfa rete di interazioni tra i geni

Il ciclo cellulare
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Modificato da: KEGG http://www.genome.ad.jp/kegg IF M .
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Piccoli microchip (microarray) ci permettono di ottenere una "fotografia” dettagliata di
tutto cio che avviene a livello espressione genica in una cellula.

Possiamo studiare I'espressione migliaia di geni contemporaneamente

Qualche dettaglio tecnico...

RNA normale RNA tumore

l l Retrotrascrizione e Marcatura

A

Ibridazione Scansione
g === KYREE =

@O OCO0®@
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L'interpretazione dei dafi

Appositi programmi informatici fraducono ogni
singolo segnale luminoso in un numero che deve poi
essere analizzato e interpretato dal ricercatore.

:_ DE-w)?
N

Dopo l'ibridazione e la scansione del chip si
ottiene un'immagine che rappresenta i livelli di
espressione dei geni nel campione analizzato.

Log
Ratio

F635
Median

F532
Median

F635
Mean

F532
Mean

Flags

1.135

16605

7563

24198

14598

-0.725

4012

6632

4504

7158

-0.868

2531

4621

3444

5560

BIOINFORMATICA
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Il risultato finale

Gruppo A Gruppo B

E' possibile confrontare I'espressione genica di due
“classi” (tumore/metastasi,tfumore/normale, ...) ed
ottenere delle /iste di geni differenzialmente espressi
tra i due gruppi.

'S
N . . . .
> Tra questi geni potrebbero essere rappresentati nuovi
marcatori tumorali, nuove molecole da utilizzare come
bersagli terapeutici o geni importanti per comprendere
i meccanismi di sviluppo e progressione del tumore. e di
v risposta al tfrattamento.
campioni
Minore Maggiore
espressione espressione

Modificata da: Frattini M. et al., Oncogene. 2004 Sep 23;23(44):7436-40_ IF @M .
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La classificazione funzionale
Non e’ sufficiente ottenere una lista di geni differenzialmente espressi tra due classi.

E' molto importante anche capire in quali processi biologici sono coinvolti questi geni.

Nucleobase, nucleoside, nucleotide and nuclsic acid metatolism I 26.7% (16)

Signal transduction I 15.3% (11)
Cell growth and/or maintenancs R 16.7% (10)
Protein metabolism I 15.0% (9)
Response to external stimulus I 10.0% (6)
Phosphorus metabolism I 5.3 (S)

Biosyntesis I .70 (4)

Organic acid metabolism I 6.79% (4)

Amine metabolism B 5.0%(3)

Amino acid and derivative mstabolism I 5.0%(3)

Cell adhesion I 5.0%(3)

Immune response I 5.0%(3)

Organogenesis B 5.0%(3)

Response to strass I s 0o (3)
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La lotta contro il cancro si avvale oggi della collaborazione di numerose discipline
scientifiche anche apparentemente lontane dalla medicina (matematica, ingegneria, ecc...).

Grazie ai quotidiani progressi della ricerca e della medicina oggi il cancro non e piu’
un “male incurabile”.

La diagnosi precoce e le moderne terapie sono strumenti efficaci nella lotta contro il
cancro, ma ci sono ancora dei problemi che le attuali metodiche non riescono a risolvere.

Le nanotecnologie possono dare un contributo significativo al superamento dei limiti
delle attuali metodologie diagnostiche e terapeutiche, verso una medicina piu' efficace
e personalizzata.
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