Sergio Capaccioli

Prof. Sergio Capaccioli, PhD - Professor of General Pathology and Oncology

Coordinator of the Group of Research on Apoptosis Molecular Pathology (GRAMP) at
Department of Experimental Pathology and Oncology - University of Florence - V.le G.B. Morgagni, 50
- 50134 Firenze, Italy http://www.patgen.eu/Principale.html

Scientific Director and Vice President of Phoenix Stem Cell Foundation for Human Life - Website:
www.stemphoenix.org - Email: info@stemphoenix.org

Coordinator of Unit of the Consorzio Interuniversitario Biotecnologie (CIB)

Coordinator of the Unit Apoptosis Deregulation in Cancer in Istituto Toscano Tumori

E-mail: sergio@unifi.it - Phone: +39 055 4598208 - Mobile Phone 1: 338 5696943 - Mobile Phone 2:
348 5410896

CURRICULUM SERGIO CAPACCIOLI

DATI PERSONALI
e Nato a Firenze il 20 dicembre 1947

e Residente a Firenze, via Duca d'Aosta 16

e  Coniugato, una figlia

CURRICULUM SCIENTIFICO E DIDATTICO

e 1967. Maturita classica presso il Liceo Classico Dante Alighieri di Firenze

e 1972. Laurea in Scienze Biologiche presso I'Universita degli Studi di Firenze con la votazione di 110/110 cum
laude

e 1973. Assistente incaricato supplente presso ['Istituto di Patologia Generale della Facolta di Medicina e Chirurgia di
Firenze

e 1974. Borsista CNR presso l'lstituto di Patologia Generale della Facolta di Medicina e Chirurgia di Firenze

e 1974. Assistente ordinario di Patologia Generale presso l'Istituto di Patologia Generale della Facolta di Medicina e
Chirurgia di Firenze

e 1975. Abilitazione alla professione ed iscrizione all'Albo Nazionale dei Biologi

o 1983-1988. Professore Associato di Patologia Cellulare presso la Facolta di Medicina e Chirurgia dell'Universita di
Firenze

e 1988 a tutt'oggi. Professore Associato di Patologia Generale presso la Facolta di Medicina e Chirurgia
dell'Universita di Firenze

e 1994. Stage come Visiting Scientist presso il Laboratorio di “Biochemistry of the Cell Nucleus Laboratory” diretto dal
Dr. Gerard Evan all’ Imperial Cancer Research Fund di Londra.

e 1996. Visiting Professor al “Laboratory of Adaptive Systems” diretto dal Prof. Daniel Alkon presso il NINDS (NIH) di
Bethesda

e 1998. Vincitore del Premio Firenze, fondato dall’Associazione Culturale Firenze-Europa e dal Parlamento Europeo,
per i traguardi raggiunti nel campo dell’Oncologia.

e 2003. Presidente del Comitato Organizzativo e Membro del’Advisory Board del “First International Meeting on
ARE's and AUBP's in mRNA stability and translational control” sotto I'auspicio della RNA Society, Firenze (ltaly).

e 2008. Organizzazione, su invito dell’Assessorato alla Sanita del Comune di Firenze, di una conferenza sulla
cosiddetta ricerca traslazionale dal titolo: “Dalla morte della cellula alla vita dell’'uomo: viaggio della ricerca di base
verso la salute delluomo, sulla terra e nello spazio’, della quale tiene la lecture centrale
(http://firenze.metropolisinfo.it/article/articleview/89528/1/3/)
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2008. Socio Fondatore-Promotore, Vice-Presidente e Direttore Scientifico della Fondazione ONLUS PHOENIX

Stem Cell Foundation for Human Life www.stemphoenix.org

ATTIVITA DIDATTICA

1.

Facolta di Medicina e Chirurgia dell’Universita di Firenze

e Patologia Generale e | geni del Cancro (ADE) - Corso di Laurea in Medicina e Chirurgia nella Facolta di
Medicina e Chirurgia di Firenze

e Modulazione dell’espressione genica in cellule normali e neoplastiche - Corso di Laurea Interfacolta in
Biotecnologie Mediche di Firenze

e Patologia Generale e Molecolare - Corso di Laurea in Tecniche di Laboratorio Biomedico (sede di Firenze)
nella Facolta di Medicina e Chirurgia di Firenze

e Patologia Generale e Molecolare - Corso di Laurea in Tecniche di Laboratorio Biomedico (sede di Figline
Valdarno) nella Facolta di Medicina e Chirurgia di Firenze

e Patologia Generale e Fisiopatologia della Nutrizione - Corso di Laurea in Dietistica nella Facolta di
Medicina e Chirurgia di Firenze

e Corso integrato di Scienze Medico-biologiche - Corso di Laurea Specialistica in Scienze delle Professioni
Tecnico Assistenziali

e Biochimica Patologica - Scuola di Specializzazione in Biochimica Clinica.

e Biochimica Diagnostica Oncologica - Scuola di Specializzazione in Biochimica Clinica.

e Oncologia Molecolare - Scuola di Specializzazione in Oncologia.

e Biologia Molecolare - Scuola di Specializzazione in Dermatologia.

e Patologia Generale - Scuola di Specializzazione in Chirurgia Toracica.

Facolta di Farmacia dell’Universita di Firenze

e Patologia Generale - Scuola di Specializzazione in Farmacia Ospedaliera

Dottorato di ricerca interfacolta

e Collegio dei Docenti del Dottorato di Ricerca in Oncologia Sperimentale e Clinica afferente al Dipartimento
di Patologia e Oncologia Sperimentali dell'Universita di Firenze

INVITED SPEAKER

Gruppo di Lavoro Oligonucleotidi Antisenso in Oncologia (GLAO), coordinato dal Prof. Angelo Nicolin, Universita di
Milano. Riunione didattica: Controllo dell'espressione genica mediante oligonucleotidi antisenso, Modena, marzo
1992. Lezione n. 7: "Cinetica di captazione e tossicologia degli oligonucleotidi antisenso"

Lyon's Club di Pistoia (Presidente Dott. Silvano Santini). Pistoia, ottobre 1993 Relazione sul tema: "Dieta e Cancro"
Associazione Fiorentina per lo studio dei meccanismi immunologici, endocrini, chemioterapici e radiobiologici che
controllano la crescita neoplastica in collaborazione con Sezione Toscana Societa italiana di biochimica Clinica,
Dipartimento di Fisiopatologia Clinica dell’Universitd di Firenze e Dipartimento di Laboratorio dell’Azienda
Ospedaliera Careggi. Corso "il laboratorio in oncologia". Firenze, aprile 1996. Lezione: "Introduzione allo studio della
crescita neoplastica: La tumorigenesi e il processo metastatico”

Rotary International (con la collaborazione di InnerWheel Club Piacenza e Rotaract Club Piacenza). Tavola
Rotonda su "Genetica, Ingegneria genetica e Bioetica", coordinatore Prof. Giuseppe Carella. Piacenza, 22 ottobre
1997. Relazione sul tema: "Gene therapy by the antisense strategy"

Italian College of Applied Molecular Medicine (ICAMM). Corso di Medicina Molecolare. Montecatini 1997
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Lezione sul tema: "Il DNA ricombinante” Dipartimento di Medicina ed Oncologia Sperimentale dell'Universita di
Torino, Sezione di Patologia Generale. Seminari di Medicina ed Oncologia Sperimentale. Torino, 2 luglio 1999.
Lezione sul tema: "Reversione del fenotipo neoplastico mediante oligonucleotidi antisenso"

MURST/Dipartimento di Scienze Biochimiche dell’'Universita di Firenze. Tavola rotonda in tema di Biotecnologie.
Firenze, 30 maggio 2000. Intervento sul tema: “Correzione di difetti genetici mediante trasferimento genico e
strategie antisenso”

21° Congresso della Societa Italiana di Chemioterapia. Firenze, Palazzo dei Congressi, 2-5 dicembre 2001.
University of Rome Tor Vergata, Department of Physiopathological Optics - International Workshop on apoptosis
and neuroprotection in ophthalmology: From basic research to new therapeutic strategies for eye disease. Rome,
15th February 2002

SOCIETA SCIENTIFICHE

American Society For Biochemistry and Molecular Biology (ASBMB)
Societa ltaliana di Patologia (SIP)

Societa Italiana di Chemioterapia (SIC),

Societa Italiana di Cancerologia (SIC)

Associazione Biologia Cellulare e Differenziamento (ABCD)

Society of Nucleic Acid Chemistry (ISNAC)

Italian College of Applied Molecular Medicine (ICAMM)

Consorzio Interuniversitario Biotecnologie (CIB)

International Coenzyme Q1o Association

International Union of Nucleic Acid Chemistry (IUNAC),

PREMI

1980. Conferimento di un premio di operosita scientifica da parte dell'Universita di Firenze per I'attivita di ricerca
svolta dal 1974 al 1977.

1998. Conferimento del XVI "Premio speciale Firenze" promosso ed organizzato dal Centro Culturale Firenze-
Europa, sotto il patrocinio del Parlamento Europeo, del Comune di Firenze e della Provincia di Firenze. "Per la
sperimentazione in campo oncologico, suscettibile di grandi sviluppi, condotta con tenacia e serieta scientifica, che
ha fatto conseguire riconoscimenti internazionali ed ha portato I'Universita di Firenze alla pari con i centri di

riferimento mondiali di tale ricerca"

SOGGIORNI DI STUDIO ALL'ESTERO

1994. Visiting Scientist presso il Biochemistry of Cell Nucleus Laboratory diretto dal Dr. Gerard Evan presso
I'lmperial Cancer Research Fund di Londra mediante una borsa di studio conferita dell'Accademia Nazionale dei
Lincei congiuntamente alla Royal Society. Nel corso di questo soggiorno individua nellmRNA di bcl-2 un cis-acting
element destabilizzante sui cui focalizzera larga parte dei suoi studi successivi

1996. Invited Scientist al Laboratory of Adaptive Systems diretto dal Prof. Daniel Alkon, National Institutes of
Neurological Disorder and Stroke (NINDS), National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD., nell’ambito di una
collaborazione relativa alla modulazione dell’espressione genica di un canale del potassio espresso nei neuroni,

mediante oligonucleotidi antisenso.
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ATTIVITA ORGANIZZATIVE

o Redazione del sito Internet della Societa italiana di Patologia - http://www.unifi.it/istituzioni/sip/

e Redazione del Sito Internet del Dipartimento di Patologia e Oncologia Sperimentali dell'Universita di Firenze -
http://www.patgen.org

e Redazione del sito Internet "Apoptosi" dell'ltalian College of Applied Molecular Medicine -
http://www.xagena.it/apoptosi/index.html (attualmente in corso di aggiornamento)

e Redazione del Sito Internet "Apoptosis" allinterno del Collegio Italiano di Medicina Molecolare Applicata -
http://www.xagena.it/apoptosi/index.html

e Membro del Centro di Ricerca sull’apoptosi applicata alla clinica oftalmologica presso il Dipartimento di
Oftalmologia e Scienze della Visione — Ospedale/Universita San Raffaele di Milano.

e Socio Fondatore-Promotore, Vice-Presidente e Direttore Scientifico della Fondazione ONLUS PHOENIX Stem Cell

Foundation for Human Life www.stemphoenix.org

PROGETTI DI RICERCA DI CUI E STATO O E ATTUALMENTE TITOLARE (P.l.)

MENARINI RICERCHE
1992-1995 “Studio dellinterazione in vitro e in vivo di farmaci antiblastici con I'amplificazione del DNA mediante
tecniche di PCR”

1997-1998 “Determinanti cellulari e molecolari della sopravvivenza clonale nell'attivita citotossica di MEN10755”

TELETHON
1994 “Study of the expression of a potassium channel (rhk1) gene related to genetically determined hypertension in

rats”

ISTITUTO BIOCHIMICO ITALIANO (1.B.1.)
1996 “Valutazione in vitro e in vivo della reversione del fenotipo neoplastico mediante un oligonucleotide antisenso

inibente I'espressione del recettore di urochinasi (u-PAR)”

COFIN (Responsabile Scientifico dal 1997)

Bando 1997 “Reversione del fenotipo neoplastico per modulazione del potenziale di sopravvivenza clonale tramite
oligomeri antisenso” (72.000.000 Lire). Coordinatore scientifico del Programma di Ricerca Leonardo Santi

Bando 1999 “Strumenti molecolari e strategie antisenso atte a inibire la crescita neoplastica mediante modulazione di
geni implicati nell'apoptosi e/o nell'angiogenesi” (124.000.000 Lire - 64.041 Euro). Coordinatore scientifico del
Programma di Ricerca Leonardo Santi

Bando 2001 “Ruolo della deregolazione dell'apoptosi nella cancerogenesi epatica: studio dell'espressione di bcl-2 e di
proteine segnalatorie correlate a TNF/TNFR e loro modulazione mediante oligonucleotidi antisenso e ribozimi”
(133.000.000 Lire - 68.689 Euro). Coordinatore scientifico del Programma di Ricerca Rosa Maria Pascale.

Bando 2004 “ Ruolo della deregolazione dell'apoptosi nella cancerogenesi epatica sperimentale: studio dei meccanismi
di controllo dell'espressione di bcl-2, loro possibile alterazioni nei tumori e modulazione mediante strategie antisenso”

(58.600 Euro). Coordinatore scientifico del Programma di Ricerca Franco Feo

CNR (Consiglio Nazionale Ricerche)
1991-1995: PF ACRO “Studio della reversione della resistenza multipla ai farmaci antitumorali mediante oligonucleotidi

antisenso” Coordinatore Nazionale Prof Angelo Nicolin
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2002-2004: Progetto Strategico Oncologia “Studio di alterazioni geniche implicate nello sviluppo del cancro e nella
chemioresistenza: loro correzione mediante strategie antisenso o significato prognostico” Coordinatore Nazionale

Prof.ssa Rosella Silvestrini

AIRC (Associazione Italiana per la Ricerca sul Cancro)

1995-1997 “Modulatori e determinanti genici della soglia apoptotica: ruolo di p53, bcl-2 e c-myc nella risposta cellulare
al danno genotossico”

1997 a tutt'oggi “Molecular basis of bcl-2 overexpression in tumours: role of a new mRNA destabilizing pathway

involving an AU-rich element”

ENTE CASSA DI RISPARMIO DI FIRENZE
1995 a tutt'oggi "Studio quantitativo degli eventi apoptotici in cellule normale e neoplastiche mediante Time-lapse
videomicroscopy" e "Una strategia antitumorale combinata atta ad uccidere le cellule neoplastiche per apoptosi e

ischemia"

ASSOCIAZIONE FIORENTINA RICERCA BIOMEDICA/VISUFARMA SpA
1999 — 2006 “Studio degli effetti del Coenzima Q10 nell’inibire I'apoptosi da radiazioni ultraviolette e da laser ad

eccimeri in cheratociti in coltura”

MINISTERO DELLA SALUTE
2002 - 2004 “Progettazione, applicazione e valutazione funzionale di strategie antisenso atte a modulare I'espressione di
osteoprotegerin-ligand (OAF/OPG-L/RANKL), quale fattore chiave dell’'osteolisi metastatica”, Coordinatore Nazionale Dr.

Nicola Baldini, Istituti Ortopedici Rizzoli, Bologna.

COLLABORAZIONI NAZIONALI E INTERNAZIONALI (CON FORMALE LETTERA DI ADESIONE)

e  Prof. Gary Brewer - University of Medicine and Dentistry of New Jersey, USA.

e  Prof. Dominique Morello — Centre de Biologie du Développement, Université Paul Sabatier, Toulouse

e Dr. Marc Billaud - Laboratoire de Génétique Moléculaire, Signalisation et Cancer, Université de Lyon

e  Prof. Fabio Cianchi - Dipartimento di Area Critica Medico Chirurgica dell'Universita di Firenze

e  Prof. Enrico Mini - Dipartimento di Farmacologia Preclinica e Clinica dell’Universita di Firenze

e  Prof. Ugo Menchini - Dipartimento di Scienze Chirurgiche Oto-neuro-oftalmologiche dell’'Universita di Firenze

e  Prof. Claudiu Supuran - Dipartimento di Chimica dell'Universita di Firenze

e Prof. Sandra Zecchi - Dipartimento di Anatomia, Istologia e Medicina Legale dell’'Universita di Firenze

e  Prof. Rosario Brancato Direttore della Scuola di Specializzazione in Oftalmologia dell’'Universita Vita Salute San
Raffaele di Milano

e  Prof. Angelo Nicolin - Dipartimento di Farmacologia dell’'Universita di Milano.

e Prof. Carlo Nucci - Cattedra di Ottica Fisiopatologica, Universita di Roma "Tor Vergata"

e  Prof. Stefano Cacchione - Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare dell’'Universita La Sapienza di Roma

e Dr.ssa Gabriella Zupi - Regina Elena Cancer Institute - Experimental Oncology Department, Roma.

e Dr. Roberto Gherzi - Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro (IST) di Genova.

ATTIVITA’ SCIENTIFICA
Larga parte dell'attivita scientifica che il Prof. Sergio Capaccioli ha svolto nel’ambito della Patologia Generale ¢ stata
dedicata allo studio dei meccanismi di controllo della sintesi proteica e della proliferazione cellulare e, da oltre quindici

anni, della deregolazione dei meccanismi molecolari dell’apoptosi, che sottendono larga parte delle malattie dell’'uomo.
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Le sue ricerche in tale settore hanno contribuito a far luce su importanti alterazioni biochimiche e molecolari dei
meccanismi che sono alla base della trasformazione e progressione neoplastica, identificando anche un nuovo
meccanismo regolativo dell’espressione di bcl-2 che agisce a livello post-trascrizionale ed € risultato alterato nei tumori
solidi e nelle leucemie. La peculiare strategia che Capaccioli ha impiegato per studiare I'espressione dei geni implicati
con la deregolazione della proliferazione e dell’apoptosi nel cancro, & stata la cosiddetta strategia antisenso. Gli
strumenti di cui si avvale tale strategia, gli oligonucleotidi antisenso, per la loro capacita di modulare in modo assai
specifico I'espressione di singoli geni hanno intrinsecamente la potenzialita di diventare farmaci idonei ad una terapia
genica post-trascrizionale. E’ per tale motivo che gli oligonucleotidi piu efficaci per tale funzione che abbiamo disegnato
sono stati brevettati. | risultati ottenuti sono stati oggetto di articoli scientifici su riviste internazionali, rassegne,
comunicazioni a congresso e, appunto, brevetti applicativi nel campo della chemioterapia dei tumori, dell'oftalmologia e
della neuroprotezione. Uno di questi ha dato esito allo sviluppo di un nuovo farmaco.

Si riportano di seguito, schematicamente, i vari aspetti dell’'oncologia sperimentale di cui esso si & occupato.

MECCANISMI DI CONTROLLO DELLA SINTESI PROTEICA IN CELLULE NORMALI E NEOPLASTICHE. All'inizio
della sua attivita di ricerca Capaccioli si & interessato dei meccanismi di regolazione della sintesi proteica in cellule
normali e neoplastiche. Come collaboratore del Prof. Ugo Del Monte ha infatti svolto un’estesa indagine analitica delle
varie specie molecolari di RNA transfer e delle relative aminoacil-tRNA sintetasi in tessuti in stato di quiescenza (fegato
di ratto) o di proliferazione sia normale (fegato fetale/neonatale e rigenerante) sia neoplastica (epatomi trapiantabili di
Morris a vario grado di differenziazione e velocita di crescita, ed epatoma ascite di Yoshida). Sono emerse numerose
differenze qualitative, quantitative e di distribuzione subcellulare delle aminoacil-tRNA sintetasi nei vari modelli
considerati, che sono risultate correlare con i livelli di aminoacil-tRNA e con l'incorporazione di amminoacidi nelle
proteine, che suggerivano un loro ruolo regolativo sull’entita della sintesi proteica e della proliferazione cellulare.
Collaborando con il Prof. Alberto Fonnesu ha poi studiato i rapporti che intercorrono fra metabolismo ossidativo e
sintesi proteica in tessuti normali e neoplastici: tali studi hanno rilevato come il succinato, noto intermedio del ciclo di
Krebs, inibisse paradossalmente la sintesi proteica nei tessuti normali, ma non nei tumori, attraverso un meccanismo
che implicava uno spostamento del rapporto NAD+/NADH in favore di quest'ultimo e una netta riduzione dei livelli
cellulari di ATP e GTP.

STUDI DI ONCOLOGIA MOLECOLARE

Geni implicati nella trasformazione neoplastica. Le nuove potenzialita apportate dalle tecniche del DNA
ricombinante hanno poi consentito di approfondire le indagini sui meccanismi di cancerogenesi al livello molecolare, e
in particolare sullo studio delle alterazioni di alcuni geni che rivestono un ruolo chiave nell’espansione di popolazioni
cellulari neoplastiche, nonché nella loro progressione verso la malignita (acquisizione di chemioresistenze, acquisizione
di capacita infiltrative e metastatiche). In particolare, lo studio di due oncogeni implicati nella trasduzione del segnale
mitogenico, ossia c-ras e c-myc, ha consentito di rilevare come il primo sia responsabile del trasferimento della
proteina-chinasi C nel nucleo, ed il secondo rivesta un ruolo regolativo non solo della proliferazione cellulare ma anche
della soglia cellulare apoptotica in risposta a farmaci antiblastici. Gli studi sul ruolo apoptotico di c-myc sono poi
proseguiti in collaborazione con Gerard Evan delllmperial Cancer Research Found di Londra consentendo di
osservare come la superattivazione di c-Myc in cellule in coltura selezioni progressivamente popolazioni cellulari recanti
mutazioni tali da innalzare la soglia di morte cellulare in modo da contrapporsi al potenziale apoptotico intrinseco in c-
Myc.

Geni implicati nella progressione neoplastica: studio mediante oligonucleotidi antisenso. Lo studio delle basi
molecolari della progressione neoplastica ha riguardato il gene mdr1 (da multidrug resistance), la cui superepressione
o amplificazione sono responsabili dell’acquisizione della resistenza multipla ai chemioterapici, il gene DHFR
codificante per la diidrofolato-riduttasi, responsabile della resistenza al metotrexato, il gene u-PAR, codificante per il

recettore di urochinasi implicato nell’acquisizione di capacita infiltrative da parte dei tumori maligni, nonché i geni che
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codificano per la telomerasi, enzima responsabile del’immortalizzazione di cloni neoplastici e strettamente associato
alla malignita tumorale. Accanto alla caratterizzazione dell’attivita telomerasica di alcuni tumori umani in relazione al
loro grado di malignita mediante un nuovo metodo analitico da noi ottimizzato, abbiamo modulato I'espressione di
mdr1, u-PAR e DHFR mediante la cosiddetta strategia antisenso: cid ha consentito di stabilire in modo deterministico
gli effetti fenotipici della loro funzione, nonché di acquisire nuovi strumenti molecolari (gli oligonucleotidi antisenso) atti
ad ottenere la reversione del fenotipo neoplastico. Gli oligonucleotidi antisenso sono segmenti sintetici di DNA dotati di
sequenza tale da complementarsi selettivamente agli RNA messaggeri di specifici geni e impedirne, attraverso vari
meccanismi, la traduzione in proteina, sono strumenti molecolari insostituibili per studiare in modo altamente
deterministico la funzione di uno specifico gene ed il fenotipo ad esso correlato inattivandone specificamente
I'espressione. Dopo una prima serie di studi atti ad ottimizzare captazione e stabilita cellulare degli oligonucleotidi
antisenso (aODN) in cellule in coltura, gli aODN sono stati impiegati come strumenti per lo studio funzionale dei geni di
nostro interesse e, al contempo, sono stati valutati come nuova classe di molecole atte alla reversione del fenotipo
neoplastico. Sotto quest'ultimo aspetto, l'alta efficacia che hanno mostrato alcuni oligonucleotidi antisenso da noi
progettati nell’inibire I'espressione di alcuni oncogeni mutati nei tumori producendo la reversione del fenotipo
neoplastico ha fatto si che questi ed il loro veicolo (liposomi cationici artificiali) siano stati brevettati come nuova classe
di composti dotati di proprieta antiblastiche La potenzialita antiblastica di tali aODN & adesso in corso di verifica in
modelli murini (topi nudi recanti neoplasie umane).

Applicazione di oligonucleotidi antisenso in modelli animali. L'efficacia di oligonucleotidi antisenso nell’inibire
specificamente I'espressione genica in vivo € stata comunque gia verificata dal gruppo di ricerca coordinato dal prof.
Capaccioli, in collaborazione con i Proff. Daniel Alkon del’NINDS/NIH di Bethesda e Alessandro Bartolini, del
Dipartimento di Farmacologia di Firenze, nel corso di una linea di ricerca parallela che esso ha effettuato nel campo
della neurobiologia: in due modelli animali (topo e ratto) € stata studiata I'efficacia di oligonucleotidi antisenso applicati
intra cerebro nell’inibire I'espressione sia del gene che codifica per il canale del potassio Kv1.1 sia di quello che
codifica per il recettore colinergico M1. L’inattivazione dei suddetti geni & stata accertata a livello molecolare,
verificando I'abbassamento dei livelli dei relativi mMRNA e proteine, e correlata con gli effetti fenotipici da questa prodotti:
alterazioni dei processi di memorizzazione associativa, della percezione del dolore e dell’appetito per Kv1.1, e amnesia
anterograda per il recettore M1.

Studio dei meccanismi dell’apoptosi e dei suoi geni in cellule normali e neoplastiche. Negli ultimi anni, le
ricerche relative alle basi molecolari della trasformazione e progressione neoplastica coordinate dal Prof. Capaccioli si
sono principalmente focalizzate sui meccanismi che sottendono al processo della morte cellulare programmata
(apoptosi), la cui deregolazione si accompagna all'insorgenza e/o progressione di un ampio numero di tumori rilevanti
nella patologia neoplastica del’'uomo. | geni che sono stati e sono attualmente oggetto di studio sono I'oncogene
antiapoptotico bcl-2 e il gene oncosoppressore p53, due geni che rivestono un ruolo chiave nel controllo del’'omeostasi
numerica cellulare e la cui deregolazione nei tumori & evento assai comune.

Un nuovo meccanismo di regolazione post-trascrizionale di bcl-2. Un complesso di studi che, avvalendosi della
strategia antisenso, hanno integrato tecniche di biochimica e di biologia molecolare con osservazioni microscopiche e
ultramicroscopiche hanno consentito di individuare e caratterizzare un nuovo meccanismo di regolazione post-
trascrizionale dell’espressione di bcl-2 che € mediato da elementi cis-regolativi presenti sul suo RNA messaggero e da
fattori trans che a questi si legano.

L’'osservazione iniziale & stata che i linfomi follicolari recanti la traslocazione 14;18 (responsabile di creare il gene
chimerico bcl-2/IgH) esprimono un RNA di sequenza “antisenso” rispetto al'mRNA di bcl-2 e costituente con questo un
omodimero RNA/RNA. Il trascritto antisenso bcl-2/IgH € stato caratterizzato sotto I'aspetto strutturale e il suo ruolo
funzionale & stato indagato mediante la strategia antisenso, riuscendo a dimostrare come esso contribuisca in modo
determinante alla superespressione di bcl-2 nelle cellule con traslocazione 14;18. La somministrazione in vitro di

oligonucleotidi antisenso complementari a tale trascritto abbassa, come atteso, i suoi livelli cellulari ma, al contempo,
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abbassa anche i livelli del’lRNA messaggero bcl-2/IgH e della relativa proteina BCL-2, il che ha esito nella morte
apoptotica della totalita delle cellule trattate.

E’ stata prospettata I'ipotesi che ImRNA di bcl-2 fosse dotato di un elemento di sequenza con funzione destabilizzante,
il quale, nelle cellule con traslocazione 14;18, sarebbe "mascherato” e pertanto inattivato dal trascritto antisenso che ad
esso si complementa: l'inattivazione di questo ipotetico elemento di regolazione negativa poteva giustificare sia
I'aumento dei livelli di cellulari di mMRNA e proteina Bcl-2 sia il difetto di morte apoptotica caratteristici dei linfomi
t(14;18). Di fatto, elementi ricchi di adenina ed uracile (AU-rich Elements, AREs) presenti nella regione non tradotta in
3' (3'-UTR) di geni rapidamente inducibili sono stati descritti per altri mMRNA come i principali fattori cis implicati in tale
tipo di controllo e cooperanti con elementi trans di natura proteica che ad essi si legano. L’analisi della sequenza
nucleotidica del’lmRNA di bcl-2 ha consentito di individuare nella sua regione non codificante in 3' (3-UTR) un
elemento AU-rich di circa 100 nucleotidi: questo era costituito una serie di pentameri AUUUA separati fra loro o disposti
in tandem a formare il nonamero UUAUUUAUU e, sulla base di analisi multiple di sequenza, risultava dotato d’altissima
conservazione evolutiva, essendo praticamente identica nel gene bcl-2 di tutti i vertebrati esaminati (uomo, ratto, topo,
gallo) e persino nel gene ced-9, I'omologo di bcl-2 proprio del nematode C. elegans. Un insieme di evidenze
sperimentali hanno poi indicato che I'ARE di bcl-2 riveste una funzione di regolazione post-trascrizionale
dell’espressione di bcl-2, essendo dotato in condizioni basali di attivita destabilizzante nei confronti del’'mRNA alquanto
modesta, ma che aumenta drasticamente in seguito a stimolo apoptotico. Cid & in accordo con il fatto che I'apoptosi &
preceduta da un rapido abbassamento dei livelli di mRNA di bcl-2 e della relativa proteina non giustificabile da un
semplice abbassamento dell’attivita trascrizionale, e lascia ipotizzare come un’alterazione di questo nuovo meccanismo
regolativo possa essere alla base della superespressione di bcl-2 che si attua in molti tumori. Parallelamente abbiamo
rilevato come I'ARE di bcl-2 leghi una serie di fattori proteici (ARE-binding proteins, AUBP), alcuni dei quali sono
risultati aumentare in corso d’apoptosi in associazione con I'abbassamento dei livelli di mRNA di bcl-2. Uno studio
successivo ha consentito di individuare alcune di queste AUBP. Fra queste, in particolare, AUF1, una AUBP nota per
esercitare una funzione regolativi sulla funzione di altri geni, & risultata legarsi anche al’lmRNA di bcl-2. Il fenomeno &
stato dimostrato sia in vitro, sia in vivo mediante tecniche di Three Hybrid System (THS). AUF1, e in particolare la sua
isoforma p45 € implicata in un meccanismo post-trascrizionale di bcl-2 che contribuisce all’inattivazione del gene in
corso di apoptosi favorendo la degradazione del suo messaggero. Sempre mediante THS abbiamo identificato e
clonato una bcl-2 AUBP ancora ignota di cui abbiamo depositato la sequenza su GeneBank con il nome bARBP/Tino:

stiamo adesso procedendo alla sua caratterizzazione molecolare e funzionale.

RISPOSTA CELLULARE APOPTOTICA AL DNA FRAMMENTATO ESOGENO. Il ruolo degli oncogeni c-myc e bcl-2
e del gene oncosoppressore p53 nella modulazione della risposta apoptotica di cellule tumorali & stata studiata anche
in risposta alla somministrazione in colture cellulari DNA frammentato veicolato da liposomi cationici. In stretta analogia
con la risposta evocata da agenti genotossici, di cui fanno parte larga parte dei farmaci antiblastici, il DNA frammentato
esogeno blocca il ciclo cellulare e commissiona le cellule all’apoptosi attivando p53 secondo una soglia che viene
modulata dai livelli di espressione di c-myc e di bcl-2. Analoghi risultati sono stati ottenuti utilizzando vari tipi di
oligonucleotidi dotati di sequenza casuale e pertanto privi di attivita antisenso: I'attivita apoptotica di tali ODN risulta
mediata da un meccanismo mimante il danno genotossico indotto da farmaci antiblastici ma indipendente da lesioni

dirette al DNA cellulare.

IL FENOMENO DELL’APONECROSI. Nell'ambito dello studio dei meccanismi di controllo del processo apoptotico
un’analisi trasversale degli aspetti morfologici di cellule sottoposte a vari gradi d’ipossia rispetto a parametri biochimici
(livelli di ATP) e molecolari ha poi consentito di rilevare per la prima volta che apoptosi e necrosi non sono due processi
distinti (come comunemente accettato) ma costituiscono due condizioni estreme di un unico processo di morte
cellulare. E’ infatti emersa I'evidenza morfologica di una modalita di morte cellulare che accomuna aspetti tipici

dell’apoptosi con quelli tipici della necrosi, e che & stata indicata con il termine chimerico d’aponecrosi. L’aponecrosi &
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risultata realizzarsi in condizioni in cui I'energia necessaria per portare avanti il processo apoptotico scenda al di sotto
di una soglia minima che rende impossibile il completamento del processo stesso, il quale “abortisce” in necrosi pur
conservando gli aspetti iniziali del’apoptosi. A parita di stimolo ipossico, lo shift fra apoptosi e necrosi attraverso
I'aponecrosi viene spostato in favore dell’apoptosi in condizioni di superespressione sia di c-myc che bcl-2 attraverso
meccanismi che sono risultati strettamente correlati con il mantenimento di alti livelli cellulari di ATP (inviato per la

pubblicazione).

COENZIMA Q10 COME REGOLATORE DELL'APERTURA DEL PORO DI TRANSIZIONE DELLA PERMEABILITA’
MITOCONDRIALE E QUINDI DELL'APOPTOSI. Uno stretto rapporto fra funzionalita mitocondriale e processo
apoptotico & stato poi evidenziato da studi volti a chiarire quale ruolo possa svolgere nel processo stesso il coenzima
Q10, non solo come scavenger di radicali liberi ma anche come componente funzionale del poro di transizione di
permeabilita mitocondriale (PTP) attraverso il quale il citocromo-c & estruso nel citoplasma ad innescare la cascata
caspasica. Il coenzima Q10 é risultato inibire I'attuazione dell’apoptosi in cheratociti corneali in coltura sia in risposta a
stimoli che evocano la produzione di radicali liberi sia a stimoli del tutto indipendenti, quali I'ipossia e la deprivazione di
fattori di crescita.

Tutti i risultati qui sopra descritti sono stati oggetto di pubblicazioni su riviste internazionali e una loro parte ha

consentito i produrre sei brevetti

PRINCIPALI SETTORI DI RICERCA ATTUALI

e Analisi dei meccanismi regolativi dell’apoptosi in cellule normali e loro alterazioni nel cancro; 2) Studio del principale
gene antiapoptotico, bcl-2, e della sua famiglia genica: regolazione della sua espressione e sua deregolazione nel
cancro

e  Controllo post-trascrizionale dell’espressione di bcl-2, meccanismo scoperto e caratterizzato nel nostro laboratorio, e
sue alterazioni nelle neoplasie umane

e Modulazione dell’espressione di alcuni geni del cancro (bcl-2, bcl-2/IgH, Bim, uPAR, HIF-1, CA IX, Cox-2, VEGF,
sistema TNFr/TNF) mediante oligonucleotidi antisenso, usati come strumenti di ricerca e come potenziali farmaci
(alcuni di loro sono stati oggetto d’invenzioni sottoposte a brevetto)

e Prevenzione dell’'apoptosi mediante I'uso del CoQjo, il ben noto scavenger di radicali liberi, di cui per primi abbiamo
dimostrato le proprieta antiapoptotiche dovute alla sua capacita di impedire I'apertura del Poro di Transizione di
Permeabilita Mitocondriale (mPTP)

e Prevenzione dell'apoptosi mediante I'uso di peculiari oligoribonucleotidi (ORNs) che stabilizzano 'RNA messaggero

di bcl-2 mascherandone un elemento do sequenza destabilizzante (AU-rich element, ARE).

PRODUZIONE SCIENTIFICA
Autore di decine di articoli scientifici, rassegne e oltre cento comunicazioni a Congressi Nazionali ed Internazionali, cui
assai spesso ha partecipato come invited speaker. Autore di capitoli di libri riguardanti malattie legate a deregolazioni del
processo apoptotico (cancro e malattie neurodegenerative) e responsabile scientifico della versione italiana del testo “
DNA Ricombinante” di Watson et al.
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