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Atassia Atassia TelangectasiaTelangectasia
atassiaatassia : : mancata coordinazionemancata coordinazione dei movimentidei movimenti
telangiectasiatelangiectasia : : dilatazione dei vasi sanguignidilatazione dei vasi sanguigni
LL’’AA--T o T o sindrome di sindrome di LouisLouis--BarBar èè una malattia una malattia 
autosomicaautosomica recessiva rara di tipo sistemico con recessiva rara di tipo sistemico con 

effetti effetti pleiotropicipleiotropici



Frequenza Malati:Frequenza Malati:
1:40.0001:40.000 nati negli USAnati negli USA
1:100.0001:100.000 nati in Gran Bretagnanati in Gran Bretagna

Frequenza Portatori: Frequenza Portatori: 0.50.5--1.0%1.0%

I portatori Sani presentano rischio di sviluppare I portatori Sani presentano rischio di sviluppare 
cancro circa 3 volte picancro circa 3 volte piùù elevatoelevato
(6 volte per il cancro alla mammella) del resto (6 volte per il cancro alla mammella) del resto 
della popolazione.della popolazione.



--Diagnosticata intorno al Diagnosticata intorno al terzoterzo--quartoquarto
anno di vitaanno di vita
-- La morte sopraggiunge durante la IILa morte sopraggiunge durante la II--III III 
decade di vita:decade di vita: degenerazione degenerazione 

neurologicaneurologica

1010--15%15%
linfomi malignilinfomi maligni

Non sono stati scoperti efficaci trattamenti per modificare Non sono stati scoperti efficaci trattamenti per modificare 
il corso di questa malattia.il corso di questa malattia.

8080--90%90%



Fenotipo clinicoFenotipo clinico

••Progressiva Degenerazione Progressiva Degenerazione 
NeuronaleNeuronale

••TelengectasiaTelengectasia OculoOculo --CutaneaCutanea

••Disfunzioni Disfunzioni OculoOculo--MotorieMotorie

••Disfunzioni Disfunzioni ImmunologicheImmunologiche

••Predisposizione al CancroPredisposizione al Cancro

••IpogonadismoIpogonadismo

••Infezioni Infezioni SinopolmonariSinopolmonari

••IrregolaritIrregolaritàà delle Ghiandole delle Ghiandole 
endocrine endocrine 

••Invecchiamento PrecoceInvecchiamento Precoce

••Bassa Statura Bassa Statura 

••InsulinoInsulino--ResistenzaResistenza





FenotipoFenotipo cellularecellulare

Anomalie di Anomalie di linfoblastilinfoblasti e e 
fibroblastifibroblasti

SensibilitSensibilitàà a Radiazioni a Radiazioni 
IonizzantiIonizzanti

RadioresistenzaRadioresistenza
della sintesi di della sintesi di 
DNA (RDS)DNA (RDS)

InstabilitInstabilitàà cromosomialecromosomiale
Riduzione della durata di vitaRiduzione della durata di vita

Maggiore Maggiore 
richiesta di sierorichiesta di siero



Basi genetiche Basi genetiche 
Nel 1995 sono state scoperte nei pazienti mutazioni a carico Nel 1995 sono state scoperte nei pazienti mutazioni a carico 

del gene ATM sul cromosoma del gene ATM sul cromosoma 11q2211q22--2323 (riscontrate pi(riscontrate piùù di di 
300 300 mutazioni diverse).mutazioni diverse).

Il gene Il gene ATMATM : lungo : lungo ~~150 150 kbkb
~ ~ 66 66 esoniesoni

-- ll’’80%80% dei pazienti risulta avere una proteina ATM tronca.dei pazienti risulta avere una proteina ATM tronca.



ATMATM appartiene ad una famiglia di proteine, appartiene ad una famiglia di proteine, 
conservata dal lievito allconservata dal lievito all’’uomo:uomo:

-- regola i regola i checkpointscheckpoints del ciclo cellularedel ciclo cellulare
-- èè coinvolta nella riparazione e coinvolta nella riparazione e ricombinazinericombinazine

del DNA  del DNA  

ÈÈ una proteina di 350kDauna proteina di 350kDa
-- contiene un dominio a cerniera di contiene un dominio a cerniera di leucineleucine..
--Ha un dominio Ha un dominio chinasicochinasico CC-- terminale omologo al terminale omologo al 
dominio catalitico di PI3K dominio catalitico di PI3K 
--Ha una Ha una subunitsubunitàà catalitica catalitica p110 simile a p110 simile a DNADNA--PKPKαα
--ÈÈ localizzata soprattutto nel nucleo, ma localizzata soprattutto nel nucleo, ma èè stata ritrovata stata ritrovata 
anche in vescicole anche in vescicole citoplasmatichecitoplasmatiche



Alla famiglia di ATM appartiene ancheAlla famiglia di ATM appartiene anche ATRATR

Il gene Il gene AtrAtr èè stato individuato in un stato individuato in un 
isocromosoma isocromosoma 3q 3q 
La proteina ATR La proteina ATR èè in grado, se trasferita in un in grado, se trasferita in un 
mioblastomioblasto, di inibire la differenziazione cellulare., di inibire la differenziazione cellulare.
Come ATM Come ATM èè coinvolta nel controllo dei coinvolta nel controllo dei 
checkpointcheckpoint del ciclo cellulare e nella riparazione del ciclo cellulare e nella riparazione 
di di DSBsDSBs



ATMATM

ATRATR

AttivaAttiva p53p53

InibisceInibisce p53p53

ATM e ATR partecipano alla protezione dei ATM e ATR partecipano alla protezione dei telomeritelomeri. . 
Infatti le cellule mancanti di queste proteine subiscono Infatti le cellule mancanti di queste proteine subiscono 
accorciamento cromosomico accorciamento cromosomico 



Differenze biochimiche tra Differenze biochimiche tra 
ATM ATM –– ATR ATR -- DNADNA--PKPK

Riparazione del danno non Riparazione del danno non 
diretta da omologiadiretta da omologia

Riparazione del danno Riparazione del danno 
diretta da omologiadiretta da omologia

Dipende dalle KU (KU70 Dipende dalle KU (KU70 
e KU80). Le KU legano le e KU80). Le KU legano le 
estremitestremitàà a doppio a doppio 
filamento del DNA e forse filamento del DNA e forse 
aumentano laumentano l’’attivitattivitàà della della 
DNADNA--PkPk, promuovendone , promuovendone 
ll’’associazione alle associazione alle 
estremitestremitàà. . 

Potrebbe essere Potrebbe essere 
dipendente dalle KU e dipendente dalle KU e 
dalle estremitdalle estremitàà del DNA del DNA 
(rottura) (rottura) 

Indipendente da Mn2+ Indipendente da Mn2+ LL’’attivitattivitàà chinasicachinasica èè
Mn2+ dipendenteMn2+ dipendente

LL’’attivitattivitàà chinasicachinasica èè
Mn2+ dipendente(lo Mn2+ dipendente(lo 
ione attiva la ione attiva la subunitsubunitàà
p110 dellp110 dell’’unitunitàà CC--termterm.) .) 

DNADNA--PKPKATRATRATMATM



Differenze Differenze fenotipichefenotipiche tra tra 
ATM ATM –– ATR ATR -- DNADNA--PKPK

Risposta a radiazioni Risposta a radiazioni 
ionizzanti relativamente ionizzanti relativamente 
normali in cellule privi normali in cellule privi 
della proteinadella proteina

Risposte anormali a Risposte anormali a 
radiazioni ionizzanti in radiazioni ionizzanti in 
cellule privi della proteina cellule privi della proteina 

LL’’omissione provoca un omissione provoca un 
fenotipo embrionale fenotipo embrionale 
letale, indicando che letale, indicando che èè un un 
gene essenziale.gene essenziale.

Topi e persone privi della Topi e persone privi della 
proteina mostrano lieve proteina mostrano lieve 
immunodeficienza, ma immunodeficienza, ma 
molti linfomi molti linfomi linfocitarilinfocitari
malignimaligni

Topi e persone privi della  Topi e persone privi della  
proteina mostrano lieve proteina mostrano lieve 
immunodeficienza, ma immunodeficienza, ma 
molti linfomi molti linfomi linfocitarilinfocitari
maligni maligni 

DNADNA--PKPKATRATRATMATM



Conclusione:Conclusione:

Le 3 proteine o hanno substrati diversi o rispondono a Le 3 proteine o hanno substrati diversi o rispondono a 
diversi segnali.diversi segnali.

Esempio:Esempio:
ATM  ATM  fosforilafosforila residui di residui di SerinaSerina o o TreoninaTreonina solo se sono solo se sono 
seguiti da seguiti da GlutamminaGlutammina (motivo SQ/TQ). (motivo SQ/TQ). 

Se vicino a T o S cSe vicino a T o S c’è’è::
-- un un aaaa carico + la frequenza di carico + la frequenza di fosforilazionefosforilazione ↓↓
-- un un aaaa idrofobicoidrofobico o carico o carico –– la frequenza di la frequenza di 

fosforilazionefosforilazione ↑↑





ATM è regolatore dei checkpoints del 
ciclo cellulare.

Il ciclo cellulare è composto da 4 fasi



I checkpoints forniscono un 
meccanismo di sorveglianza dopo 
danno al genoma.

Possono agire:             Bloccando il ciclo cellulare
per permettere

il riparo del DNA

Inducendo la 
morte programmata 

della cellula
APOPTOSI



G1-checkpoint                                     
è localizzato al termine della fase G1 dove la 
cellula decide se dividersi o entrare in uno stato di 
quiescenza.

L’arresto in questa fase è dovuto a danni al DNA 
indotti da radiazioni ionizzanti, mancanza di O2, 
rimozione dei trifosfati dei nucleotidi.

Come agisce ATM?





--ATM, attivato da radiazioni ionizzanti, ATM, attivato da radiazioni ionizzanti, 
fosforilafosforila p53p53 a livello di residui di Ser15a livello di residui di Ser15
--p53p53 attivatoattivato induce induce p21 p21 ( conosciuto anche ( conosciuto anche 
come WAF1 o CIP1)come WAF1 o CIP1)
--p21p21 indottoindotto inibisce il inibisce il complesso CycEcomplesso CycE--cdk2cdk2 , , 
importante per la progressione del ciclo importante per la progressione del ciclo 
cellulare da G1 a Scellulare da G1 a S

IL CICLO SI BLOCCAIL CICLO SI BLOCCA



I livelli di p53 aumentano

in due modi in cui un ruolo importante è svolto da 
MDM2, regolatore della degradazione di p53

Dopo IR ATM fosforila
MDM2 

a livello di Ser395,
Inibendo la sua capacità di 
Trasportare p53 dal nucleo 

al citoplasma

Dopo IR ATM fosforila
P53

A livello di Ser20, 
Inibendo il legame con MDM2



S-checkpoint
Anche qui il ciclo cellulare, in condizioni 
normali, si blocca in seguito a danni al 
DNA.

In cellule con deficit di ATM  è stato 
riscontrato il fenomeno della SINTESI 
DEL DNA RADIORESISTENTE (RDS), in 
cui la cellula è incapace di arrestare la 
sintesi del DNA.





ATM può agire tramite due vie:

In vitro si è visto che
Un potenziale substrato è

P95 (o NBS1)
Che forma un complesso con

Rad5 e MRE11, forse
Impegnato nel legame e nella 

Riparazione di DSBs
(un altro componente del 

complesso è
BRCA1)

Attiva CHK2 
Fosforilandolo a livello

Di T68



Causa laCausa la
NijmegenNijmegen breakagebreakage syndromedsyndromed (NBS),(NBS),

una malattia con caratteristiche simili una malattia con caratteristiche simili 
allall’’AA--T.T.

I pazienti mostrano principalmente:I pazienti mostrano principalmente:
-- sensibilitsensibilitàà a IRa IR
-- predisposizione a cancropredisposizione a cancro
-- instabilitinstabilitàà cromosomicacromosomica
-- microencefalopatiemicroencefalopatie

Causa la Causa la 
AtaxiaAtaxia TelengiectasiaTelengiectasia LikeLike DisordersDisorders
(ATLD)(ATLD)
Tra i sintomi include:Tra i sintomi include:

-- radiosensibilitradiosensibilitàà
-- RDSRDS
-- degenerazione degenerazione neuronaleneuronale

MRE11MRE11

Mutazioni dei componenti del complesso

NBS1NBS1



G2G2-- checkpointcheckpoint
ÈÈ localizzato al termine della fase G2 e localizzato al termine della fase G2 e 
controlla lcontrolla l’’ingresso in mitosi. Permette ingresso in mitosi. Permette 
ll’’avvio della mitosi se le condizioni avvio della mitosi se le condizioni 
precedenti sono soddisfatte, come la fine precedenti sono soddisfatte, come la fine 
della della replicazionereplicazione..

Si Si èè visto che le cellule con Avisto che le cellule con A--T, sottoposte a T, sottoposte a 
IR per IR per ~30~30--90 min., 90 min., continuanocontinuano ad ad entrareentrare in in 
mitosimitosi, , poichpoichèè incapaciincapaci didi arrestarearrestare ilil ciclociclo..





Il processo può svolgersi attraverso Il processo può svolgersi attraverso 
due viedue vie

-ATM/ATR attivano la 
chinasi CHK1

-CHK2 fosforila una 
fosfatasi, CDC25, a livello 
di Ser216

- CDC25-fosforilata lega 
la proteina citoplasmatica
14-3-3

- progressione G2/M 
bloccata

-ATM/ATR attivano la chinasi 
CHK2 

-CHK2 fosforila CDC25



Le cellule mancanti di ATM mostrano anormale Le cellule mancanti di ATM mostrano anormale 
riparo del DNAriparo del DNA

a causa di una causa di un’’organizzazione anomala organizzazione anomala 
della cromatinadella cromatina

ATM dopo danno genetico si lega alla cromatina ed 
alla matrice nucleare defosforilando l’istone H1

VIENE PERMESSA LA RIPARAZIONE 
DEL DNA

attraverso il complesso NBS1/Mre11/Rad50.





Sono stati creati topi Sono stati creati topi AtmAtm --//-- che rispecchiano la che rispecchiano la 
malattia umana e sottolineano il ruolo cruciale di malattia umana e sottolineano il ruolo cruciale di AtmAtm
nel mantenimento delle cellule mitotiche, postnel mantenimento delle cellule mitotiche, post--
mitotiche e meiotiche.mitotiche e meiotiche.

Il fenotipo del topo Il fenotipo del topo AtmAtm --//-- èè notevolmente simile al notevolmente simile al 
fenotipo AT umano,manifestando gran parte dei fenotipo AT umano,manifestando gran parte dei 
disordini disordini pleiotropicipleiotropici presenti nellpresenti nell’’uomo. uomo. 

Per tale motivo viene utilizzato come modello Per tale motivo viene utilizzato come modello 
animaleanimale..



Il gene omologo del topo Il gene omologo del topo èè stato stato mappatomappato
sul cromosoma 9C, il quale sul cromosoma 9C, il quale èè sintenicosintenico a a 
quello dellquello dell’’uomo 11q22uomo 11q22--2323..

AtmAtm (uomo) =  84% degli (uomo) =  84% degli aaaa uguali ad      uguali ad      
ATM (topo)ATM (topo)

91%  similarit91%  similaritàà complessiva ad ATMcomplessiva ad ATM



Nel topo Nel topo èè stata introdotta  una mutazione da inserzione tramite lstata introdotta  una mutazione da inserzione tramite l’’utilizzo di utilizzo di 
PGK neoPGK neo nella posizione 5790.nella posizione 5790.
Questo provoca uno scivolamento nella cornice di lettura (Questo provoca uno scivolamento nella cornice di lettura (frameshiftframeshift) che porta alla ) che porta alla 
formazione di una proteina tronca. formazione di una proteina tronca. 

LL’’esoneesone nel quale nel quale èè stata inserita la cassetta  stata inserita la cassetta  PGK neoPGK neo èè di 178 di 178 bpbp e corrisponde ai e corrisponde ai 
ntnt 57055705--5882 nell5882 nell’’AtmAtm delldell’’uomo.uomo.

MSOffice1
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Il trascritto Il trascritto AtmAtm,che ,che 
include linclude l’’esoneesone
modificato, viene modificato, viene 
trasferito nella cellula trasferito nella cellula 
embrionale embrionale staminalestaminale TC1 TC1 

vengono selezionati i vengono selezionati i 
cloni bersaglio (cloni bersaglio (fig.Afig.A))

iniettati nei iniettati nei blastocitiblastociti e e 
solo uno trasmette la solo uno trasmette la 
disgregazione delldisgregazione dell’’alleleallele
AtmAtm nella linea germinale nella linea germinale 
del topo (Atmdel topo (Atmins5790neoins5790neo). ). 



Analisi Southern blot

A) F1: Tramite l’utilizzo di Xhol sono 
stati individuati gli eterozigoti

F2: Dopo Incrocio degli eterozigoti.

Tramite digestione con EcoRV

Sono identificati i tre genotipi.



ANOMALIEANOMALIE NEI  FIBROBLASTI  MUTATI  NEI PUNTI DI   NEI  FIBROBLASTI  MUTATI  NEI PUNTI DI   
CONTROLLO DEL CICLO  CELLULARE.CONTROLLO DEL CICLO  CELLULARE.

Cellule provenienti da pazienti AT presentano anomalie nei Cellule provenienti da pazienti AT presentano anomalie nei 
checkpointcheckpoint del ciclo cellulare,dopo irradiazione del ciclo cellulare,dopo irradiazione γγ. . 
Confronto di RDS nei Confronto di RDS nei fibroblastifibroblasti prelevati dalla punta della coda  di prelevati dalla punta della coda  di 
topi WT e di topi WT e di --//--..

RisultatoRisultato: i topi con mutazione hanno anormale funzione dell: i topi con mutazione hanno anormale funzione dell’’AtmAtm

I mutanti mostrano 
aumentato RDS (p<0.03) 
dopo aver ricevuto dai 5-
15 Gy di irradiazione γ
rispetto i WT.



RUOLORUOLO ESSENZIALE  DELLESSENZIALE  DELL’’ATM  NELLA  ATM  NELLA  
CRESCITA  SOMATICACRESCITA  SOMATICA

I topi ATM I topi ATM --//-- sono pisono piùù piccoli alla nascitapiccoli alla nascita
Sono stati confrontati i tre genotipi in un periodo che va dagliSono stati confrontati i tre genotipi in un periodo che va dagli 8 giorni ai 3 mesi 8 giorni ai 3 mesi 
di vita.di vita.

Risultato:Risultato: i  i  ♂♂ e le e le ♀♀ pesano significativamente meno rispetto ai topi WT e pesano significativamente meno rispetto ai topi WT e 

quelli eterozigotiquelli eterozigoti..

♀ ♂



SCARSA  CRESCITA  DEI  FIBROBLASTI  SCARSA  CRESCITA  DEI  FIBROBLASTI  
MUTANTIMUTANTI

•• Utilizzando medium contenente il 10% di siero fetale di vitello,Utilizzando medium contenente il 10% di siero fetale di vitello, si confronta la si confronta la 
crescita dei crescita dei fibroblastifibroblasti prelevati dalla coda del topo ATMprelevati dalla coda del topo ATM --//--, WT , WT ..

•• Risultato:Risultato: i i fibroblastifibroblasti dei WT crescono normalmente, mentre, quelli ATM dei WT crescono normalmente, mentre, quelli ATM --//--

crescono lentamente, subiscono invecchiamento prematuro ed hannocrescono lentamente, subiscono invecchiamento prematuro ed hanno alta necessitalta necessitàà
dei fattori di  crescita.dei fattori di  crescita.



ANOMALIE NEUROLOGICHE NEI TOPI ANOMALIE NEUROLOGICHE NEI TOPI 
MUTANTIMUTANTI

Per analizzare la risposta motoria dei topi ATM Per analizzare la risposta motoria dei topi ATM --//-- e WT e WT 
utilizziamo 3 utilizziamo 3 teststests specifici :specifici :

ROTAROTA--RODROD
OPEN FIELDOPEN FIELD
HINDHIND--PAW FOOTPRINTPAW FOOTPRINT

Risultato:Risultato: nei topi knocknei topi knock--out vi out vi èè danneggiamento motorio, danneggiamento motorio, 
disfunzione cerebellare e degenerazione dei neuroni motoridisfunzione cerebellare e degenerazione dei neuroni motori



ROTAROTA--RODROD

Il test consiste nel posizionare il topino su un cilindro ruotanIl test consiste nel posizionare il topino su un cilindro ruotante, per poi te, per poi 
misurare il tempo del suo equilibrio prima di cadere. misurare il tempo del suo equilibrio prima di cadere. 
Dopo una settimana di allenamenti la velocitDopo una settimana di allenamenti la velocitàà del del rotarota--rodrod ha raggiunto i 24ha raggiunto i 24--40 40 
rpmrpm

Risultato:Risultato: i WT e gli eterozigoti hanno > capaciti WT e gli eterozigoti hanno > capacitàà di restare sospesi e di di restare sospesi e di 
mantenere lmantenere l’’equilibrio rispetto ai topi mutanti.equilibrio rispetto ai topi mutanti.
I topi di 2I topi di 2--4 mesi hanno le stesse performance4 mesi hanno le stesse performance

EE’’ stato effettuato un ulteriore test sospendendo i topi a testa istato effettuato un ulteriore test sospendendo i topi a testa in gin giùù con un filo con un filo 
metallico: metallico: tutti tutti i topi sono ugualmente abili a rimanere in sospensionei topi sono ugualmente abili a rimanere in sospensione..



OPEN FIELDOPEN FIELD
Il test consiste nel posizionare il topino in un contenitore di Il test consiste nel posizionare il topino in un contenitore di 
plexiglassplexiglass e nel valutare tutti i suoi movimenti orizzontali e nel valutare tutti i suoi movimenti orizzontali 
(camminando) e verticali (impennando) in un tempo non (camminando) e verticali (impennando) in un tempo non 
inferiore ai 5 minuti.inferiore ai 5 minuti.

RisultatoRisultato: : ATTIVITAATTIVITA’’ ORIZZONTALEORIZZONTALE →→ mutanti < WTmutanti < WT
ATTIVITAATTIVITA’’ VERTICALEVERTICALE →→ mutanti < WTmutanti < WT

I topi Wild I topi Wild TypeType sono significativamente pisono significativamente piùù attivi rispetto a quelli attivi rispetto a quelli 
mutanti.mutanti.



HINDHIND--PAW FOOTPRINTPAW FOOTPRINT

Il test consiste nellIl test consiste nell’’immergere le zampette posteriori del topo nellimmergere le zampette posteriori del topo nell’’inchiostroinchiostro
e analizzare il percorso da esso svolto lungo un tunnel buie analizzare il percorso da esso svolto lungo un tunnel buio per determinare se il passeggio dei   o per determinare se il passeggio dei   
topi mutanti topi mutanti èè notevolmente differente da quello dei topi WT.notevolmente differente da quello dei topi WT.

EE’’ stata misurata la distanza media tra ogni passo destrostata misurata la distanza media tra ogni passo destro

Risultato:Risultato: i topi mutanti hanno lunghezza del passo < rispetto a quelli WTi topi mutanti hanno lunghezza del passo < rispetto a quelli WT..
I topi WT hanno una lunghezza del passo piI topi WT hanno una lunghezza del passo piùù costantecostante..



Analisi istologicheAnalisi istologiche

cervello di topi ATM cervello di topi ATM --//-- colorato con colorato con ematossilinaematossilina--eosinaeosina, di , di 
etetàà compresa tra i 2compresa tra i 2--4 mesi, 4 mesi, mostranomostrano una normale una normale 
architettura; architettura; 
Non mostranoNon mostrano: degenerazioni : degenerazioni neuronalineuronali nel cervello, nei nel cervello, nei 
gangli del midollo spinale e nei nervi perifericigangli del midollo spinale e nei nervi periferici

cervelletto cervelletto di topi WT e ATM di topi WT e ATM --//--, marcati con , marcati con TioninaTionina e e 
colorati con colorati con AgAg di di BodianBodian e con e con AgAg di di BielschowskyBielschowsky hanno hanno 
mostrato:mostrato:
normale morfologia delle cellule di normale morfologia delle cellule di PurkinjePurkinje
normale grandezza delle cellule granularinormale grandezza delle cellule granulari
nessuna evidenzia di degenerazione nessuna evidenzia di degenerazione neuronaleneuronale



CONCLUSIONE:CONCLUSIONE: dai risultati ottenuti dai tre dai risultati ottenuti dai tre 
test, si nota che i topi ATM test, si nota che i topi ATM --//-- sono                          sono                          
neurologicamenteneurologicamente anormali, ma non mostrano anormali, ma non mostrano 
anomalie istologiche del cervello                             anomalie istologiche del cervello                             
e nelle nell’’architettura del cervellettoarchitettura del cervelletto..



ATM  EATM  E’’ ESSENZIALE  PER  LO  SVILUPPO  DELLE  ESSENZIALE  PER  LO  SVILUPPO  DELLE  
CELLULE STAMINALI  E  PER  LA FERTILITACELLULE STAMINALI  E  PER  LA FERTILITA’’

Accoppiando topi mutanti con WT ed eterozigoti, si nota che:Accoppiando topi mutanti con WT ed eterozigoti, si nota che:

Mutanti Mutanti ♂♂ :: si accoppiano, ma dal momento che si accoppiano, ma dal momento che 
successivamente non si presentano gravidanze, si conclude che successivamente non si presentano gravidanze, si conclude che 
sono sono InfertiliInfertili..

Mutanti Mutanti ♀♀ :: non si accoppiano mai dopo 1 mese di etnon si accoppiano mai dopo 1 mese di etàà e sono e sono 
incapaci di avere un normale ciclo incapaci di avere un normale ciclo ovulatorioovulatorio

CONCLUSIONI:CONCLUSIONI: i topi mutanti presentano organi riproduttivi i topi mutanti presentano organi riproduttivi 
normali, eccetto per le gonadi che sono di dimensioni pinormali, eccetto per le gonadi che sono di dimensioni piùù
piccole in entrambi i sessi. Esami istologici mostrano completa piccole in entrambi i sessi. Esami istologici mostrano completa 
assenza di gameti maturi assenza di gameti maturi 



Ovaie di ♀ WT

• diversi follicoli 
primordiali  

• follicoli in     
sviluppo 

• ovociti

• cellule stromali
ed    interstiziali 
tra i follicoli

Ovaie di  ♀ ATM -/-

• prive di ovociti
• prive di follicoli 
primordiali e maturi 

• lo stroma contiene 
numerose cellule 
interstiziali con chiaro 
citoplasma

• Rivestimento uterino 
non mostra prove di 
proliferazione o 
degenerazione



Testicoli di  ♂ WT (di 
2 mesi di età) :

cellule di Leyding e 
cellule di sostegno fra 
i tubuli seminiferi.

I tubuli seminiferi
sono costituiti da:                              
• una membrana di 
basamento
•uno strato esterno di 
cellule di Sertoli e 
Spermatogonia (c. 
staminali
Primogenia) 
•diversi strati di 
spermatociti maturi (c. 
che si trasforma in 
un’altra cellula)
• spermatidi (c. 
sessuali giovani) e 
spermatozoi maturi

Testicoli di  ♂ ATM -/-

completa disgregazione di 
spermatogenesi (formazione di 
sperma)

cellule di Leyding e cellule di 
sostegno:

1) nei topi giovani → normali in 
numero e aspetto   

2) nei topi anziani → numero 
aumentato

spesso privi di tutte le cellule, 
eccetto quelle di Sertoli

Epididimo (sopra il testicolo) in 
struttura appare normale, ma è
privo di spermatozoi e di 
spermatidi



ANOMALIE  IMMUNOLOGICHE  NEI  ANOMALIE  IMMUNOLOGICHE  NEI  
TOPI  MUTANTITOPI  MUTANTI

I tessuti I tessuti linfoidilinfoidi dei topi mutanti sono pidei topi mutanti sono piùù piccoli di piccoli di 
quelli dei WT. Analisi istologiche dei tre genotipi (etquelli dei WT. Analisi istologiche dei tre genotipi (etàà 22--8 8 
settimane) non mostrano divergenze nellsettimane) non mostrano divergenze nell’’ architettura del architettura del 
timo, della milza, dei linfonodi e del midollo osseo.timo, della milza, dei linfonodi e del midollo osseo.

Per indagare sulle potenziali anomalie Per indagare sulle potenziali anomalie immunologicheimmunologiche, si , si 
effettua leffettua l’’analisi di analisi di CitometriaCitometria a Flusso dei a Flusso dei timocititimociti, degli , degli 
splenocitisplenociti, dei linfonodi  e del sangue periferico, , dei linfonodi  e del sangue periferico, 
utilizzando utilizzando AgAg di Superficie. di Superficie. 



analisi simultanea di analisi simultanea di 
CD3+/CD4+CD3+/CD4+ presenta presenta 
59% di riduzione dei 59% di riduzione dei 
linfociti T maturi  linfociti T maturi  
analisi simultanea di analisi simultanea di 
CD3+/CD8+CD3+/CD8+ presenta presenta 
67% di riduzione dei 67% di riduzione dei 
linfociti T maturilinfociti T maturi
analisi simultanee con analisi simultanee con 
CD3CD3,,CD4 CD4 ee CD8CD8
mostrano simili riduzioni mostrano simili riduzioni 
in linfociti T  maturiin linfociti T  maturi

CD69CD69 èè stato utilizzato come stato utilizzato come 
marcatore per marcatore per 
visualizzarelvisualizzarel’’attivazione attivazione 
delle cellule T nei delle cellule T nei 
linfonodi e nel sangue linfonodi e nel sangue 
periferico.periferico.

Risultato:Risultato: dato che nei topi dato che nei topi 
mutanti il numero mutanti il numero 
assoluto di CD3+/CD69+ assoluto di CD3+/CD69+ 
e CD8+/CD69+ e CD8+/CD69+ èè ridotto, ridotto, 
capiamo che i pochi capiamo che i pochi 
linfociti T maturi presenti linfociti T maturi presenti 
sono capaci di attivarsisono capaci di attivarsi

CONCLUSIONE:CONCLUSIONE: i topi ATM i topi ATM 
hanno una diminuzione hanno una diminuzione 
di cellule T mature e di cellule T mature e 
sviluppano linfoma del sviluppano linfoma del 
timo timo 



SVILUPPO  DI  LINFOMA  TIMICO  SVILUPPO  DI  LINFOMA  TIMICO  
MALIGNO NEI  TOPI  MUTANTIMALIGNO NEI  TOPI  MUTANTI

Comparsa: tra i 2 e i 4 mesi di etComparsa: tra i 2 e i 4 mesi di etàà proliferazione/crescita rapida e natura proliferazione/crescita rapida e natura 
altamente aggressiva altamente aggressiva 
causa mortecausa morte: compressione del cuore, dei polmoni e presenza di metastasi: compressione del cuore, dei polmoni e presenza di metastasi
I topi mutanti che muoiono spontaneamente presentano tumori I topi mutanti che muoiono spontaneamente presentano tumori massivimassivi. . 
Analisi istologiche colorate con Analisi istologiche colorate con ematossilinaematossilina--eosinaeosina indicano che i tumori indicano che i tumori 
primari consistono di cellule primari consistono di cellule linfoblastichelinfoblastiche monomorfichemonomorfiche e con numerose e con numerose 
figure mitotiche.figure mitotiche.



Una linea cellulare Una linea cellulare èè stata stabilizzata da uno di questi tumori,questa stata stabilizzata da uno di questi tumori,questa èè ILIL--2 2 
dipendente ( t. dipendente ( t. replicazionereplicazione 1818--20 h) 20 h) 

Analisi di Analisi di citometriacitometria a flusso indicano che le cellule della linea tumorale sono: a flusso indicano che le cellule della linea tumorale sono: 
CD4+, CD8+, e CD5CD4+, CD8+, e CD5--, CD3, CD3--

Analisi su un topo Analisi su un topo AtmAtm--//-- apparentemente sano rivelano la presenza di una apparentemente sano rivelano la presenza di una 
popolazione di cellule simili alle cellule tumorali,che probabilpopolazione di cellule simili alle cellule tumorali,che probabilmente rappresentano mente rappresentano 
cellule di un tumore precocecellule di un tumore precoce

Queste cellule sono state trovate esclusivamente nel timo conferQueste cellule sono state trovate esclusivamente nel timo confermando lmando l’’origine origine 
timicatimica del tumore che consiste di celluledel tumore che consiste di cellule
T immatureT immature



I Topi AtmAtm--//-- sviluppano neoplasie aggressive del timo, simili alle 
neoplasie linforeticolari nei pazienti con ATM.

Queste neoplasie negli uomini sono associate a riarrangiamenti
cromosomici vicini ai geni del T-cell receptor.(TCR)

Nella linea cellulare derivata dal tumore di uno dei mutanti sono 
state riscontrate aberrazioni cromosomiche, come la t (14;13)

vicina ai geni α/δ del TCR sul cromosoma 14, ins (6;14) vicino ai 
geni  β TCR e i geni della catena leggera κ delle Ig, la t (12;10)

vicina al gene della catena pesante delle Ig



LL’’alto numero di aberrazioni cromosomiche riscontrate in queste alto numero di aberrazioni cromosomiche riscontrate in queste 
cellule tumorali suggerisce un elevato grado di instabilitcellule tumorali suggerisce un elevato grado di instabilitàà genomicagenomica
nei soggetti affetti da ATM.nei soggetti affetti da ATM.

Probabilmente i difetti della maturazione dei Probabilmente i difetti della maturazione dei timocititimociti,come dimostra ,come dimostra 
la   di linfociti T maturi la   di linfociti T maturi CD4(+)CD4(+) oo CD8(+)CD8(+)e   di linfociti T immaturi e   di linfociti T immaturi 
CD4(+) e CD8(+), CD4(+) e CD8(+), e le neoplasie e le neoplasie timichetimiche sono correlate,come sono correlate,come 
risultato delle anomalie a carico del riparo delle rotture del Drisultato delle anomalie a carico del riparo delle rotture del DNA a NA a 
doppio filamento (doppio filamento (DSBsDSBs).).

Infatti la proteina  Infatti la proteina  AtmAtm potrebbe partecipare al potrebbe partecipare al riparo del riparo del DSBsDSBs
introdotti durante il introdotti durante il riarrangiamentoriarrangiamento del genedel gene del TCR durante la del TCR durante la 
normale maturazione delle cellule normale maturazione delle cellule T.T. Difetti in questo processo Difetti in questo processo 
potrebbero portare allpotrebbero portare all’’incapacitincapacitàà dei dei timocititimociti immaturi di sintetizzare immaturi di sintetizzare 
un TCR attivo e completamente maturo. un TCR attivo e completamente maturo. 

Inoltre lInoltre l’’iperproliferazioneiperproliferazione dei linfociti T immaturi per compensare dei linfociti T immaturi per compensare 
lo scarso numero di cellule T mature e/o un anormale riparo di lo scarso numero di cellule T mature e/o un anormale riparo di 
questi questi DSBsDSBs che potrebbe portare a che potrebbe portare a traslocazionitraslocazioni e coinvolgeree coinvolgere
protoncogeniprotoncogeni portano allo sviluppo di neoplasie maligne del timo.portano allo sviluppo di neoplasie maligne del timo.



SensibilitSensibilitàà alle radiazioni ionizzanti dei topi alle radiazioni ionizzanti dei topi AtmAtm --//--

ESPERIMENTO: i topi WT, portatori eterozigoti ed omozigoti di 10ESPERIMENTO: i topi WT, portatori eterozigoti ed omozigoti di 10 settimane sono settimane sono 
stati irradiati con raggi stati irradiati con raggi γγ::

DOSE 4 Gy (Gray): tutti gli eterozigoti e 
i WT  sopravvivono per le 4 settimane di 
durata dell’esperimento senza mostrare 
alcuno stato patologico.
⅔ dei topi mutanti muoiono tra 5 e 7 
giorni dopo l’irradiameno.
Gli altri non mostrano sintomi.

DOSE 8 Gy: ⅔ degli eterozigoti e dei 
topi WT muoiono, molti 
immediatamente(a partire dal sesto 
giorno dopo irradiamento),altri muoiono 
più tardi (18g  dopo l’irradiamento):
Questi topi mostrano un impoverimento 
di globuli bianchi nel midollo osseo e 
concomitanti infezioni. 
Invece tutti i mutanti muoiono 3-5 giorni 
dopo l’irradiazione,mostrando un 
evidente infiammazione del peritoneo e 
diarrea. 



Per stabilire la causa della morte sono statiPer stabilire la causa della morte sono stati
analizzati diversi tessuti; dopo aver irradiato i topianalizzati diversi tessuti; dopo aver irradiato i topi
con una dose di 8 con una dose di 8 GyGy::

cervello, polmoni, cuore, pancreascervello, polmoni, cuore, pancreas, sembrano normali  nei WT e , sembrano normali  nei WT e 
nei mutanti omozigoti.nei mutanti omozigoti.

timo, milza, linfonodi e midollo osseotimo, milza, linfonodi e midollo osseo (tessuti pi(tessuti piùù sensibili alle sensibili alle 
radiazioni radiazioni γγ) erano impoveriti di cellule sia nei WT che negli ) erano impoveriti di cellule sia nei WT che negli 
omozigoti,omozigoti,
sebbene i tessuti sebbene i tessuti linfoidilinfoidi dei mutanti contenevano leggermente dei mutanti contenevano leggermente 
pipiùù cellule cellule →→ èè improbabile che la maggiore sensibilitimprobabile che la maggiore sensibilitàà dei dei 
mutanti alle radiazioni sia dovuta agli effetti sulla  funzione mutanti alle radiazioni sia dovuta agli effetti sulla  funzione 
immune.immune.

La morte La morte èè invece dovuta allinvece dovuta all’’effetto tossico delle radiazioni  sul effetto tossico delle radiazioni  sul 
tratto gastrointestinaletratto gastrointestinale..



Tratto gastrointestinaleTratto gastrointestinale

STOMACO :STOMACO : mutanti e WT mostrano una degenerazione delle cellule, pimutanti e WT mostrano una degenerazione delle cellule, piùù severa  nei mutanti a 2 severa  nei mutanti a 2 
giorni dallgiorni dall’’irradiazione.irradiazione.

La morte nei topi La morte nei topi AtmAtm --//-- èè dovuta quindi ai severi effetti tossici delle radiazioni su spedovuta quindi ai severi effetti tossici delle radiazioni su specifici cifici 
tessuti, in particolare sul tratto gastrointestinaletessuti, in particolare sul tratto gastrointestinale

INTESTINO : WT a 2 e 4 giorni 
dall’irradiazione, mostrano una 
degenerazione dell’epitelio da minima a 
moderata.Gli effetti delle radiazioni 
sull’intestino dei mutanti sono invece 
molto più severi a 4 giorni 
dall’esposizione ai raggi γ , i villi 
intestinali appaiono smussati e accorciati 
e sono evidenti alcune aree dove le 
cripte sono completamente distrutte. Nei 
topi mutanti inoltre si nota un’aumentata 
sensibilità alle radiazioni delle ghiandole 
salivari. 



Topi mutanti Atm-ΔSRI

•• Circa il 20% dei pazienti AT esprimono la proteina Atm mutata Circa il 20% dei pazienti AT esprimono la proteina Atm mutata 
•• Nessuno dei topi Atm Nessuno dei topi Atm --//-- prodotti finora esprimeva la proteina Atmprodotti finora esprimeva la proteina Atm

Premesse scientifiche

Obiettivo

••Generare un topo esprimente la proteina Atm mutata, per Generare un topo esprimente la proteina Atm mutata, per 
Stabilire se la sua presenza influenzasse il fenotipo AStabilire se la sua presenza influenzasse il fenotipo A--TT

•• Generazione di una proteina priva di 3 amminoacidi (SRI; 2556Generazione di una proteina priva di 3 amminoacidi (SRI; 2556--2558)2558)

AtmAtm--ΔΔSRISRI

• S= SerinaSerina
•• R=ArgininaR=Arginina
•• I=IsoleucinaI=Isoleucina



Strategia usata per introdurre la mutazione Strategia usata per introdurre la mutazione ΔΔSRI nel geneSRI nel gene
AtmAtm

DelezioneDelezione in in frameframe di 9 di 9 nucleotidinucleotidi (7666 del 9) nel gene Atm(7666 del 9) nel gene Atm

1)  inserzione di una cassetta contenente un 1)  inserzione di una cassetta contenente un 
gene marker selezionabile(gene marker selezionabile(NEONEO))
fiancheggiata da 2 sitifiancheggiata da 2 siti loxPloxP
nell'nell'introneintrone a valle dell'esone54a valle dell'esone54
contenente la contenente la delezionedelezione di 9 di 9 nucleotidinucleotidi

2) topi chimerici generati da 2 cloni di cellule   2) topi chimerici generati da 2 cloni di cellule   
staminalistaminali embrionali (ES) 129Svj embrionali (ES) 129Svj 
indipendenti sono stati indipendenti sono stati 
incrociati con  incrociati con  concon topi C57BL/6J per topi C57BL/6J per 
produrre produrre AtmAtm--ΔΔSRI eterozigoti SRI eterozigoti 

3) la cassetta 3) la cassetta loxPloxP èè stata rimossa tramite stata rimossa tramite 
incrocio tra topi eterozigoti incrocio tra topi eterozigoti 
AtmAtm--ΔΔSRI con un topo consanguineo SRI con un topo consanguineo 
esprimente esprimente constitutivamenteconstitutivamente la ricombinasi la ricombinasi 
CreCre



A) Analisi A) Analisi SouthernSouthern--blotblot
Su DNA estratto dalla punta della coda del topoSu DNA estratto dalla punta della coda del topo

Utilizzo della sonda AUtilizzo della sonda A
Il DNA Il DNA genomicogenomico èè stato digerito con  stato digerito con  EcoRVEcoRV
I frammenti identificati mediante lI frammenti identificati mediante l’’utilizzo della sonda A sono:utilizzo della sonda A sono:
9.2  9.2  kbkb per il per il wildwild--typetype e 5.9 e 5.9 kbkb per i mutanti per i mutanti 

Identificazione di topi omozigoti per Atm- ΔSRI



C) Digestione con BclIB) Analisi PCR

della regione contenente la della regione contenente la 
mutazione da mutazione da delezionedelezione e il e il 
sitosito BclIBclI
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Tale analisi ha verificato la Tale analisi ha verificato la delezionedelezione di 9 di 9 nucleotidinucleotidi nellnell’’alleleallele mutatomutato

D) Sequenziamento dei frammenti di PCR
ottenuti da topi wild-type e AtmΔSRI



Analisi western Analisi western blottingblotting

L’analisi è stata condotta su estratti proteici ottenuti da cellule della milza, 

con un anticorpo anti Atm (MAT3) 

Saggio di attività chinasica
••La  corrispondente proteina umana mutata, caratterizzata nella lLa  corrispondente proteina umana mutata, caratterizzata nella linea AT1ABR, perde inea AT1ABR, perde 
la capacitla capacitàà di di fosforilarefosforilare la serina15 di p53 la serina15 di p53 

L’analisi ha evidenziato un marcato aumento di attività chinasica negli estratti di cellule
wild-type in seguito all’esposizione a radiazioni; solo un debole aumento nelle cellule
AtmΔSRI



Sviluppo dei topi Sviluppo dei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI

I topi I topi AtmAtm--ΔΔSRISRI mostravano un ritardo nello mostravano un ritardo nello 
svilupposviluppo

♂♂ (riduzione del 20%) (riduzione del 20%) 

♀♀ (riduzione del 18%) (riduzione del 18%) 

dalla nascita ai 45 giorni di etdalla nascita ai 45 giorni di etàà persistendo per tutta persistendo per tutta 
la vita adulta la vita adulta 



SensibilitSensibilitàà alle radiazioni ionizzantialle radiazioni ionizzanti

Il numero di aberrazioni indotte nei Il numero di aberrazioni indotte nei 
cromosomi, in seguito a radiazionicromosomi, in seguito a radiazioni
era approssimativamente = a 1 nei era approssimativamente = a 1 nei 
timocititimociti wildwild--typetype; ; 
Nei topi Nei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI e e AtmAtm --//--

risultava triplicatorisultava triplicato

La % di La % di timocititimociti vitali, cresciuti in un mezzo contenente ILvitali, cresciuti in un mezzo contenente IL--2 2 
per 24h, prima dellper 24h, prima dell’’ esposizione a radiazioni (48h), era esposizione a radiazioni (48h), era 
maggiore nei maggiore nei wildwild--typetype rispetto ai rispetto ai timocititimociti dei topi dei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI
e e AtmAtm --//--.



Anomalie neurologicheAnomalie neurologiche

topi topi AtmAtm --//-- :: neurodegenerazioneneurodegenerazione non non èè presentepresente
ad eccezione di due casi in cui, al microscopio elettronico, ad eccezione di due casi in cui, al microscopio elettronico, era  era  
evidente la degenerazione di differenti tipi di neuroni,nella evidente la degenerazione di differenti tipi di neuroni,nella 
corteccia cerebellare e l'anormale differenziazione delle cellulcorteccia cerebellare e l'anormale differenziazione delle cellule di e di 
purkinjepurkinje..

AtmAtm--ΔΔSRI:SRI: 22--16 mesi di et16 mesi di etàà non c'era la manifestazione di non c'era la manifestazione di 
neurodegenerazioneneurodegenerazione o differenziazione delle cellule di o differenziazione delle cellule di purkinjepurkinje..



ANOMALIE DELLANOMALIE DELL’’APPARATO RIPRODUTTIVOAPPARATO RIPRODUTTIVO
Topi Topi AtmAtm --//-- e  e  AtmAtm--ΔΔSRISRI presentavano anomalie dei testicoli e perdita della presentavano anomalie dei testicoli e perdita della 
spermatogenesispermatogenesi

Tubuli Tubuli seminiferiseminiferi: topi : topi wildwild--typetype non furono osservate anomalienon furono osservate anomalie
topi  topi  AtmAtm--ΔΔSRISRI erano distrutti con degenerazione degli erano distrutti con degenerazione degli spermatocitispermatociti e perdita e perdita 
di di spermatidispermatidi

ovogenesiovogenesi::Topi Topi AtmAtm--ΔΔSRISRI era interrotta con mancata maturazione di follicoli era interrotta con mancata maturazione di follicoli 
e e ovocitiovociti

WildWild--TypeType
AtmAtm--ΔΔSRISRI



Anomalie Anomalie immunologicheimmunologiche nei topi nei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI
caratterizzazione delle cellule Tcaratterizzazione delle cellule T: : 
analisi di  cellule modello del timo e del linfonodo analisi di  cellule modello del timo e del linfonodo 
inguinale tramite inguinale tramite citometriacitometria a flusso nei topi a flusso nei topi 
AtmAtm--ΔΔSRISRI,,wildwild--typetype e Atme Atm --//-- (7(7--12 settimane)12 settimane)

I topi  I topi  AtmAtm--ΔΔSRISRI e  Atm e  Atm --//-- hanno : timo milza e hanno : timo milza e 
linfonodi pilinfonodi piùù piccoli e un numero 10 volte minore di piccoli e un numero 10 volte minore di 
timocititimociti rispetto ai rispetto ai wildwild--typetype

Nel Nel timo di topi  Atmtimo di topi  Atm --//-- e  e  AtmAtm--ΔΔSRISRI riduzione del riduzione del 
3030--50% nel numero totale di 50% nel numero totale di timocititimociti che esprimevano che esprimevano 
αα//ββTCR e CD3TCR e CD3



3 di questi topi mostravano un 3 di questi topi mostravano un 
significativo aumento della significativo aumento della 
grandezza delle cellule, come si grandezza delle cellule, come si 
poteva vedere dalle analisi poteva vedere dalle analisi 
scatterscatter,e apparente accumulo ,e apparente accumulo 
randomrandom di di 
CD4 CD4 --//LowLow CD8 CD8 --//LowLow (60%) (60%) 
CD8+(39%) CD4+ (64%) CD8+(39%) CD4+ (64%) 
popolazioni popolazioni SP.SP.

Linfonodi dei topi AtmLinfonodi dei topi Atm--//--
contengono solo il 50% dei contengono solo il 50% dei 
linfociti,esprimendo o CD3 linfociti,esprimendo o CD3 
CD4CD4++ CD8CD8++ e CD62L o CD44e CD62L o CD44

Sulla base dell'associazione di Sulla base dell'associazione di 
bassa espressione di CD3, bassa espressione di CD3, 
CD62L  e CD44,i linfonodi di CD62L  e CD44,i linfonodi di 
Atm sembrano consistere Atm sembrano consistere 
principalmente di cellule T al  principalmente di cellule T al  
primo stadio di sviluppoprimo stadio di sviluppo

Analisi di 8 topi  
Atm-ΔSRI di 12 settimane



In uno stato non SPF (stato non libero da patogeni) i topi AtmIn uno stato non SPF (stato non libero da patogeni) i topi Atm --//-- ::

sviluppano linfoma al Timo  sviluppano linfoma al Timo  
muoiono dopo 2muoiono dopo 2--5 mesi di vita5 mesi di vita

I topi I topi AtmAtm--ΔΔSRISRI vivevano molto di pivivevano molto di piùù, infatti morivano , infatti morivano 

Dei topi AtmDei topi Atm --//-- 100%100%
Dei topi Dei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI 50%50%

Quasi il 30% dei topi Quasi il 30% dei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI era sopravvissuto dopo i 16 mesiera sopravvissuto dopo i 16 mesi

Durata della vita



La differenza nella sopravvivenza di questi topi La differenza nella sopravvivenza di questi topi 
non era attribuibile al background genetico non era attribuibile al background genetico 
poichpoichéé entrambi erano di misto quadro genetico: entrambi erano di misto quadro genetico: 

a) a) C57BL/6JC57BL/6J incrociati con incrociati con 129SvJ129SvJ per  per  AtmAtm--ΔΔSRISRI
b) b) C57BL/6J C57BL/6J incrociati  con incrociati  con 129SvEv129SvEv per Atmper Atm --//--..



Topi  AtmTopi  Atm-- ΔΔSRI presentavano due periodi di suscettibilitSRI presentavano due periodi di suscettibilitàà al al 
tumore:tumore:

a)  un periodo iniziale fino a 10 mesi dove gli animali sviluppaa)  un periodo iniziale fino a 10 mesi dove gli animali sviluppano i no i 
linfomi del timo (morti 19 su 43 (44%) a 14 mesi di etlinfomi del timo (morti 19 su 43 (44%) a 14 mesi di etàà).).

b) un periodo tardivo per i sopravvissuti di b) un periodo tardivo per i sopravvissuti di tumorigenesitumorigenesi con con 
distinti tumori (tumore alla milza , all'ovaio e alle cellule B distinti tumori (tumore alla milza , all'ovaio e alle cellule B con con 
evidenze di metastasi) che può essere spiegato mediante lo evidenze di metastasi) che può essere spiegato mediante lo 
sviluppo di tumori correlati all'etsviluppo di tumori correlati all'etàà..

nei topi nei topi AtmAtm --//-- non sono stati rilevati tumori alle cellule B nnon sono stati rilevati tumori alle cellule B néé
evidenze di metastasi evidenze di metastasi 

Non sono stati osservati tumori nei controlli Non sono stati osservati tumori nei controlli wildwild--typetype



Linfoma Linfoma timicotimico
Analisi Analisi fenotipichefenotipiche

fenotipo fenotipo AtmAtm --//-- caratterizzato caratterizzato 
principalmente da CD4+ CD8+ principalmente da CD4+ CD8+ 
cellule DP e basso CD3cellule DP e basso CD3

fenotipo  fenotipo  AtmAtm--ΔΔSRISRI diversi, diversi, 
riflettendo la grande eterogeneitriflettendo la grande eterogeneitàà
delle popolazioni DP e SP delle delle popolazioni DP e SP delle 
cellule T viste nel  timo di questi cellule T viste nel  timo di questi 
animali che potrebbero animali che potrebbero 
rappresentare tumori rappresentare tumori policlonalipoliclonali..



Esame morfologicoEsame morfologico

Il tessuto a livello del Il tessuto a livello del lifomalifoma timicotimico di di topi topi 
AtmAtm--ΔΔSRISRI (>3 mesi) era pi(>3 mesi) era piùù spugnoso e le spugnoso e le 
cellule erano picellule erano piùù piccole e formavano degli piccole e formavano degli 
aggregati piaggregati piùù stretti rispetto ai topi stretti rispetto ai topi AtmAtm --//--..



Esame istologicoEsame istologico

Nei topi  Nei topi  AtmAtm--ΔΔSRISRI((fig.bfig.b) c'era un significativo ) c'era un significativo 
aumento di cellule che sembrava avessero aumento di cellule che sembrava avessero 
apoptosiapoptosi spontanea basata su frammentazione spontanea basata su frammentazione 
nucleare,  rispetto ai topi  nucleare,  rispetto ai topi  AtmAtm--//--((fig.afig.a))



La conferma che queste cellule erano La conferma che queste cellule erano apoptoticheapoptotiche èè stata stata 
ottenuta tramite ottenuta tramite colorazione ISELcolorazione ISEL ((fig.cfig.c e d) e d) 
positive  all' positive  all' AnnessinaVAnnessinaV ::
̴̴ 50%50% delle cellule  delle cellule  AtmAtm--ΔΔSRISRI (d)(d)
̴̴ 15%15% AtmAtm --//-- (c) (c) 



Analisi Analisi citometricacitometrica di di FasFas e e FasLFasL

La La downdown--regolationregolation del recettore del recettore FasFas ((FasFas/CD95) era evidente sia nei topi/CD95) era evidente sia nei topi
AtmAtm--ΔΔSRISRI che in quelli Atmche in quelli Atm--//-- con il 30con il 30--40% di cellule 40% di cellule FasFas positive in meno positive in meno 
rispetto al rispetto al wildwild--typetype..

LL’’espressione di espressione di FasFas L risultavaL risultava
approssimativamente la stessa nei approssimativamente la stessa nei timocititimociti dei topi dei topi wildwild--typetype e nei topi mutanti.e nei topi mutanti.
C'era un piccolo aumento nei linfomi C'era un piccolo aumento nei linfomi timicitimici dei topi dei topi AtmAtm --//-- ..
C'era un aumento di circa 14 volte nei linfomi C'era un aumento di circa 14 volte nei linfomi timicitimici dei topi dei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI
Questo Questo èè in accordo con l'aumento di superficie in accordo con l'aumento di superficie apoptoticaapoptotica ricontrataricontrata nei linfomi nei linfomi 
timicitimici nei topi nei topi AtmAtm--ΔΔSRISRI rispetto a quelli  rispetto a quelli  AtmAtm --//-- ..



Analisi della funzionalitAnalisi della funzionalitàà di di fasfas--LL nei tumori  nei tumori  AtmAtm--
ΔΔSRISRI

LL’’incubazione delle cellule con linfoma incubazione delle cellule con linfoma timicotimico con con 
cellule AT1ABR, una linea cellule AT1ABR, una linea linfoblastoidelinfoblastoide di un paziente di un paziente 
AA--T, contenente la stessa mutazione dei topi T, contenente la stessa mutazione dei topi 
AtmAtm--ΔΔSRISRI, ha rivelato la presenza di una elevata , ha rivelato la presenza di una elevata 
espressione di espressione di FasFas..

In rapporto di 3:1 linfoma:cellule target In rapporto di 3:1 linfoma:cellule target 
la vitalitla vitalitàà di AT1ABR era ridotta dell'80% dopo 12h di di AT1ABR era ridotta dell'80% dopo 12h di 
incubazione, dimostrando che incubazione, dimostrando che FasFas--LL upup.regolato.regolato era era 
attivo nel processo attivo nel processo apoptoticoapoptotico osservato nei tumori     osservato nei tumori     
AtmAtm--ΔΔSRISRI..





Il topo Il topo AtmAtm--ΔΔSRISRI rappresenta un modello che rappresenta un modello che 
esprime una proteina mutante a differenza dei esprime una proteina mutante a differenza dei 
topi topi AtmAtm--//-- che non esprimevano la proteina che non esprimevano la proteina 
a causa della natura della distruzione del gene.a causa della natura della distruzione del gene.



il gene ATM il gene ATM èè coinvolto nellcoinvolto nell’’ appropriato funzionamento di una appropriato funzionamento di una 
varietvarietàà di cellule postdi cellule post--mitotiche, mitotiche e meiotiche, come in mitotiche, mitotiche e meiotiche, come in 
processi fondamentali quali il riparo delle rotture a doppio processi fondamentali quali il riparo delle rotture a doppio 
filamento del DNA (DSB), la filamento del DNA (DSB), la ricombinazionericombinazione meiotica e il meiotica e il 
controllo del ciclo cellulare.controllo del ciclo cellulare.

LL’’analisi dei topi analisi dei topi AtmAtm --//-- e e AtmAtm--ΔΔSRISRI e la comparazione del loro e la comparazione del loro 
fenotipo con quello dei soggetti affetti da AT, suggerisce una fenotipo con quello dei soggetti affetti da AT, suggerisce una 
cornice di lettura per capire la relazione tra questi diversi cornice di lettura per capire la relazione tra questi diversi 
processi.processi.

Questi topi costituiscono quindi un eccellente modello per capirQuesti topi costituiscono quindi un eccellente modello per capire e 
il ruolo di ATM sia nella normale funzione cellulare che nella il ruolo di ATM sia nella normale funzione cellulare che nella 
patologia e per testare potenziali agenti terapeutici per trattapatologia e per testare potenziali agenti terapeutici per trattare le re le 
progressive e debilitanti manifestazioni dellprogressive e debilitanti manifestazioni dell’’AT.AT.


