6. Gennaio
Cromoanagenesi: cromotripsi, cromoanasintesi, cromoplessia, meccanismi
fondamentali nella diffusione dei tumori

Non sempre cambiare equivale a migliorare,
ma per migliorare bisogna cambiare.
Winston Churchill

| riarrangiamenti cromosomici complessi, noti come cromoanagenesi, sono diffusi nei tumori.
Sulla base del sequenziamento del DNA su larga scala di tumori umani, il tipo piu frequente di
riarrangiamento cromosomico complesso €& la cromotripsi, un riarrangiamento massiccio,
localizzato e a grappolo di uno (o pochi) cromosomi apparentemente acquisito in un singolo
evento.
Tipi di
CROMOANAGENESI
cromotripsi — cromoanasintesi-cromoplessia .

La cromotripsi puo essere innescata da errori mitotici che producono un micronucleo che
incapsula un singolo cromosoma o frammento cromosomico. La rottura dell'instabile involucro
micronucleare espone la cromatina alle nucleasi citosoliche e induce la frantumazione
cromotriptica.
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Presenti in circa la meta dei tumori inclusi nelle analisi genomiche pan-oncologiche, i
riarrangiamenti cromotropici possono contribuire alla tumorigenesi attraverso l'inattivazione dei
geni oncosoppressori, |'attivazione dei proto-oncogeni o l'amplificazione genica attraverso la
produzione di DNA circolari extracromosomici auto-propaganti che codificano per oncogeni o geni
che conferiscono resistenza ai farmaci antitumorali

La maggior parte dei genomi tumorali presenta un elevato grado di riarrangiamento. Il cariotipo ha
identificato per la prima volta una morfologia cromosomica anomala come caratteristica comune
dei tumori e i progressi negli strumenti di sequenziamento e analisi del DNA hanno
successivamente portato all'identificazione di complessi riarrangiamenti cromosomici nel cancro.

Oltre a una miriade di mutazioni, € ormai noto che I'80-90% dei genomi tumorali presenta
riarrangiamenti genomici su larga scala, che includono alterazioni numeriche e strutturali in grado
di inattivare i geni oncosoppressori (per perdita o interruzione) o attivare i proto-oncogeni (per
amplificazione, traslocazione o generazione di fusioni oncogeniche)

Per descrivere l'intero spettro di questi riarrangiamenti su larga scala, & stato coniato un termine
generico e indipendente dal meccanismo 19 : "cromoanagenesi" (o "rinascita del cromosoma", dal
greco chromo , cromosomi, e anagenesi , rinascere). Il piu frequente, e di gran lunga il meglio
studiato, e la cromotripsi .Oltre alla cromotripsi,in questo report sono descritti

due processi meno compresi: la cromoanasintesi e la cromoplessia

La cromotripsi € stata descritta per la prima volta nel 2011 dai ricercatori del

Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Cambridge,

e definita come la frantumazione di uno o piti cromosomi in decine o centinaia di frammenti di 0,1-
10 Mb, sequita dalla loro rilegatura in ordine casuale.

In questo processo, alcuni frammenti (soprattutto quelli privi di centromero funzionale)
potrebbero non essere incorporati in un cromosoma derivato. Di conseguenza, il genoma di una
cellula tumorale contiene un cromosoma "cromotriptico" massivamente riarrangiato, composto
da frammenti localizzati e orientati in modo casuale, con alcune regioni amplificate e altre
mancanti, rispetto ai cromosomi di riferimento sequenziati

Korbel JO, Campbell PJ. Criteria for inference of chromothripsis in cancer genomes. Cell. 2013 Mar
14;152(6):1226-36.



Partendo da un esempio eclatante di tumore isolato da un paziente con
leucemia linfatica cronica 1l team di Cambridge coordinato da Philip J. Stephen

ha esteso la loro analisi a 746 linee cellulari tumorali e 2.792 tumori, e hanno osservato un
modello comune e distintivo di riarrangiamenti genomici. Questi risultati erano coerenti con
I'analisi citogenetica, che ha confermato che piu segmenti di cromosomi diversi si assemblavano in

cromosomi derivati 'cromotriptici’
Stephens PJ et al Massive genomic rearrangement acquired in a single catastrophic event during cancer
development. Cell. 2011 Jan 7;144(1):27-40.

Successivamente, € stata proposta una serie di criteri per distinguere la cromotripsi da altri
riarrangiamenti genomici complessi, oltre alla lenta acquisizione di mutazioni delle cellule
somatiche:

1)Clustering dei punti di rottura, seguito da regioni con sequenza cromosomica intatta;

2) oscillazione del numero di copie;

3) modello oscillante regolare di segmenti con eterozigosi mantenuta intervallata da perdita di
eterozigosi;

4) riarrangiamenti rilevati su una singola copia parentale (aplotipo);

5) unione casuale di frammenti cromosomici; e

6) posizione casuale dei frammenti uniti e capacita di 'ricostruire' il cromosoma derivativo

unendo i punti di rottura
Korbel JO, Campbell PJ. Criteria for inference of chromothripsis in cancer genomes. Cell. 2013 Mar 14;152(6):1226-
36.

La cromotripsi puo essere innescata da errori mitotici che producono micronuclei che incapsulano
un singolo cromosoma o frammento cromosomico a seguito di una segregazione anomala dei

cromosomi o della rottura di un ponte cromosomico
Ly P et al Selective Y centromere inactivation triggers chromosome shattering in micronuclei and repair by non-
homologous end joining. Nat Cell Biol. 2017 Jan;19(1):68-75.

La rottura dell'instabile involucro micronucleare espone la sua cromatina alle nucleasi citosoliche e
induce la frantumazione cromotriptica. Pertanto, si ipotizza che la cromotripsi derivi da un singolo
evento di riarrangiamento piuttosto che da una serie graduale di mutazioni delle cellule
somatiche. Concettualmente, l'identificazione di complessi riarrangiamenti genomici che si
verificano in un singolo evento ha messo in discussione la visione allora prevalente dell'evoluzione

del cancro in cui mutazioni e alterazioni genomiche venivano acquisite gradualmente
Knudson AG Jr. Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma. Proc Natl Acad Sci U S A. 1971
Apr;68(4):820-3.

Il riconoscimento iniziale della cromotripsi in un'ampia gamma di tumori é stato confermato e
ampliato da successivi sforzi su larga scala, tra cui la collaborazione internazionale nell'ambito del
Pan-Cancer Analysis of Whole Genome (PCAWG) Consortium.
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Le stime del PCAWG Consortium, che ha analizzato 2.658 tumori da 38 tipi di cancro, hanno
mostrato un'altissima frequenza di cromotripsi nella maggior parte dei tumori umani,
raggiungendo il 100% per i liposarcomi La cromotripsi é stata associata a scarsi esiti clinici in
molteplici tipi di cancro, come osservato anche dagli sforzi pan- cancerogeni. Inoltre, la cromotripsi
e stata implicata nella formazione di DNA circolari extracromosomici (ecDNA) contenenti oncogeni,
un altro segno distintivo sempre piti riconosciuto del genoma canceroso riorganizzato.

Per comprendere le conoscenze acquisite sui meccanismi che consentono questi complessi
riarrangiamenti genomici e le loro conseguenze sul cancro & indispensabile approfondire il report
Del Department of Cellular and Molecular Medicine, University of California at San Diego

Krupina K et al Scrambling the genome in cancer: causes and consequences of complex chromosome
rearrangements. Nat Rev Genet. 2024 Mar;25(3):196-210.

Che riporta in maniera analitica e rigorosa i metodi per identificare la cromotripsi nei genomi
tumorali, i meccanismi di formazione di questi complessi riarrangiamenti genomici a seguito di
rotture di micronuclei o ponti cromosomici e le conseguenze sullo sviluppo del cancro.

Tavola 1
Errori nella divisione cellulare, che comportano la separazione fisica di un cromosoma o di una

regione cromosomica dal resto dei cromosomi (come un cromosoma ritardato o frammenti
cromosomici acentrici), portano alla formazione di un micronucleo nella successiva interfase.
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| cromosomi dicentrici determinano la formazione di un ponte cromosomico quando due centromeri vengono separati
ai poli opposti durante la mitosi; successivamente, i frammenti cromosomici generati in seguito alla rottura del ponte
cromosomico vengono micronucleati. L'assemblaggio dell'involucro nucleare nei micronuclei e nei ponti cromosomici
e ritardato a causa della separazione aberrante dei cromosomi in anafase e dell'inibizione del fuso. Inoltre, gli involucri
nucleari dei micronuclei e dei ponti cromosomici sono soggetti a rottura a causa di livelli ridotti di alcune proteine
dell'involucro nucleare (tra cui la lamina B1), numeri subottimali di pori nucleari, tensione meccanica e stress dovuti al
piccolo raggio di curvatura, invasione del reticolo endoplasmatico (ER) e riparazione insufficiente dei siti di rottura da
parte del complesso ESCRTIII.

Tavola 2
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I cromosomi nei micronuclei rotti sono inclini all'accumulo di danni al DNA e alla successiva frammentazione
cromosomica. (1) Ingresso di nucleasi citoplasmatiche in seguito alla rottura dell'involucro nucleare, tra cui (a)
endonucleasi che causano la generazione di molteplici nick e rotture del doppio filamento e possono portare alla
frantumazione dei cromosomi; (b) l'ingresso dell'esonucleasi TREX1 associata al reticolo endoplasmatico e
all'involucro nucleare (I' esonucleasi 1 Three -prime Repair ) induce dannial DNA, tuttavia e probabile che siano
coinvolti altri fattori, tra cui endonucleasi/nickasi che generano i nick iniziali che fungono da substrati per TREX1; (2)
La perdita di componenti nucleari e l'ingresso di fattori citosolici nei micronuclei rotti portano a una replicazione e
riparazione del DNA alterata, inibizione enzimatica, accumulo di legami crociati del DNA non riparati e incorporazione
errata dei nucleotidi. Di conseguenza, un cromosoma micronucleato entra in mitosi con rotture del DNA non riparate,
che possono contribuire alla sua frammentazione; oppure (3) I'attenuazione della trascrizione associata alla rottura
dei micronuclei e I'accumulo di ibridi RNA-DNA innescano la riparazione per escissione delle basi del DNA. Gli ibridi
RNA-DNA vengono modificati dalle adenina deaminasi che agiscono sull'RNA (ADAR) trasformando la deossiadenosina
presente in questi ibridi in deossinosina; successivamente, la N-metil-purina DNA glicosilasi (MPG) rimuove la



deossinosina per produrre un sito abasico. | siti abasici vengono poi scissi dall'endonucleasi apurinica/apirimidinica
(APE1), che genera tagli di DNA a singolo filamento.
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A sinistra, blu: le percentuali di campioni positivi alla cromotripsi per tipo di tumore provengono da Cortes-Ciriano et
al., Nat Genet 2020; in ordine decrescente dall'alto verso il basso. A destra, rosso: le percentuali di campioni positivi
all'ecDNA per tipo di tumore provengono da Kim et al., Nat Genet 2020.

Sono mostrati i tipi di tumore simili o corrispondenti tra i due studi.

Le frazioni mostrano il numero di campioni positivi alla cromotripsi (a sinistra, blu) o positivi all'ecDNA (a destra, rosso)
per il numero totale di campioni analizzati per un dato tipo di tumore nello studio corrispondente.

A sinistra (blu): le abbreviazioni dei tipi di tumore (dall'alto verso il basso) sono: SoftTissue-Liposarc, liposarcoma, tessuto molle;
CNS-GBM, glioblastoma del sistema nervoso centrale; Eso-AdenoCA, adenocarcinoma dell'esofago; Skin-Melanoma, melanoma
cutaneo; Lung-AdenoCA, adenocarcinoma polmonare; Breast-AdenoCA, adenocarcinoma mammario; Prost-AdenoCA,
adenocarcinoma prostatico; Lung-SCC, carcinoma squamocellulare polmonare; Panc-AdenoCA, adenocarcinoma pancreatico;
Ovary-AdenoCA, adenocarcinoma ovarico; Stomach-AdenoCA, adenocarcinoma gastrico; Biliary-AdenoCA, adenocarcinoma biliare;
Bladder-TCC, carcinoma a cellule transizionali della vescica; Kidney-RCC, carcinoma a cellule renali del rene; ColoRect-AdenoCA,
adenocarcinoma colorettale; Liver-HCC, carcinoma epatocellulare del fegato; Bone-Epith, neoplasia ossea epitelioide; Cervix-SCC,
carcinoma squamocellulare della cervice; Lymph-BNHL, linfoma linfoide a cellule B mature; Head-SCC, carcinoma squamocellulare
della testa e del collo; CNS-Medullo, medulloblastoma del SNC; Thy-AdenoCA, adenocarcinoma tiroideo di basso grado; Lymph-CLL,
leucemia linfatica cronica linfoide; Myeloid-MDS, sindrome mielodisplastica mieloide; Myeloid-MPN, neoplasia mieloproliferativa
mieloide; Myeloid-AML, leucemia mieloide acuta mieloide.



Suggestioni:

La ricerca dell'ultimo decennio ha stabilito che la forma piu frequente di cromoanagenesi, la
cromotripsi, € un segno distintivo della maggior parte dei tumori umani. Eleganti modelli cellulari
hanno fornito importanti indizi meccanicistici su come la cromotripsi possa essere innescata come
conseguenza di errori di segregazione cromosomica. La diffusione della cromotripsi € una delle
principali lezioni apprese dal sequenziamento pan-cancro.

La comprensione di quali fattori — e perché, come, dove e quando — inducano la cromotripsi e
consentano il riassemblaggio e il funzionamento di cromosomi fortemente riorganizzati in diversi
tipi di cancro & ancora lungi dall'essere completa. Ancora meno si sa sugli altri due tipi di
cromoanagenesi, la cromoanasintesi e la cromoplessia

Si comprende meglio come la cromotripsi possa guidare la tumorigenesi; i meccanismi identificati
includono:

1) l'amplificazione dell'oncogene, con il modo piu comune (ed efficiente) attraverso la
generazione di ecDNA,

2) la distruzione dei soppressori tumorali

3) la formazione di fusioni oncogeniche. Inoltre, la semplice presenza di cromotripsi potrebbe
essere indicativa di un malfunzionamento del checkpoint di assemblaggio del fuso che favorisce
I'avvio di una segregazione cromosomica errata.

Nella pratica clinica, ci aspettiamo un ulteriore miglioramento degli strumenti di analisi per
rilevare la cromotripsi e gli ecDNA nei campioni tumorali e valutarne accuratamente le potenziali
conseguenze, tra cui una maggiore resistenza alle terapie. La caratteristica chiave della
cromotripsi, il suo rimescolamento apparentemente casuale del DNA cromosomico, porta alla
generazione di tumori genomicamente unici, inclusi i neoantigeni. Questo potrebbe essere
sfruttato a piu livelli come potenziale "tallone d'Achille”, sviluppando terapie su misura e
personalizzate, che colpiscono regioni genomiche uniche in un dato tumore;

accelerano la risposta immunitaria antitumorale attraverso il rilevamento di neoantigeni tumorali
prodotti dalla cromotripsi

colpiscono le vulnerabilita metaboliche derivanti da delezioni, amplificazioni e/o fusioni geniche
multiple e casuali acquisite simultaneamente.
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Krupina K et al
Chromothripsis and ecDNA initiated by N4BP2 nuclease

fragmentation of cytoplasm-exposed chromosomes.
Science. 2025 Dec 11;390(6778):1156-1163.

Utilizzando uno screening di nucleasi umane basato sull'imaging con piccoli RNA interferenti.
hanno scoperto che N4BP2, un'endonucleasi citoplasmatica precedentemente non caratterizzata,
entra nei micronuclei rotti e frantuma i cromosomi

E stato dimostrato che N4BP2 promuove la formazione di DNA extracromosomico e aumenta la
crescita tumorale in un modello di glioma umano. L'analisi di circa 10.000 genomi tumorali ha
rivelato che i tumori con elevata espressione di N4BP2 erano arricchiti per cromotripsi e
amplificazioni del numero di copie, implicando N4BP2 come un fattore chiave di riarrangiamenti
genomici complessi.

Attraverso uno screening imparziale di piccoli RNA interferenti basato su imaging che ha preso di
mira tutte le 204 nucleasi umane note e presunte, abbiamo identificato un'endonucleasi
citoplasmatica precedentemente non caratterizzata, la proteina legante NEDD4 2 (N4BP2), che
entra nei micronuclei rotti e innesca il danno al DNA, portando alla frammentazione cromosomica.
N4BP2 ha promosso riarrangiamenti genomici (inclusa la cromotripsi), la formazione di DNA
extracromosomico (ecDNA) nell'amplificazione genica indotta da farmaci, la tumorigenesi e la
proliferazione delle cellule tumorali in un modello indotto di glioma umano di alto grado. L'analisi



di oltre 10.000 genomi tumorali umani ha rivelato che I'espressione elevata di N4ABP2 & predittiva
della cromotripsi e dell'amplificazione del numero di copie, incluso I'ecDNA.

ALLEGATO
Tipi di CROMOANAGENESI

Oltre alla cromotripsi, sono stati segnalati due processi meno compresi: la cromoanasintesi e

la cromoplessia .

La cromoanintesi & stata identificata nei disturbi genomici costituzionali come un fenomeno che si
verifica nella linea germinale, determinando guadagni e perdite localizzati di regioni
cromosomiche tramite meccanismi basati sulla replicazione del DNA, tra cui il cambio di modello
mediato dalla microomologia . E stata successivamente rilevata in circa il 5% dei tumori e estesa
ad altri contesti di replicazione aberrante del DNA, come quelli causati dall'azione di agenti di
crosslinking del DNA

Meier B, Cooke SL, Weiss J, Bailly AP, Alexandrov LB, Marshall J, Raine K, Maddison M, Anderson E, Stratton MR, Gartner A, Campbell PJ. C.
elegans whole-genome sequencing reveals mutational signatures related to carcinogens and DNA repair deficiency. Genome Res. 2014
Oct;24(10):1624-36. doi: 10.1101/gr.175547.114. Epub 2014 Jul 16. PMID: 25030888; PMCID: PMC4199376.

La cromoplessia € caratterizzata da riarrangiamenti tra pit cromosomi (in alcuni casi coinvolgono
cinque cromosomi "intrecciati" insieme ), che rappresentano traslocazioni ampiamente bilanciate
(in contrasto con le profonde perdite di materiale cromatinico osservate nella cromotripsi).
Inizialmente descritta nel cancro alla prostata , la cromoplessia € stata successivamente segnalata

nei sarcomi e nei carcinomi e osservata in circa il 10% dei tumori inclusi in un'analisi pan-cancro
Cortés-Ciriano I, Lee JJ, Xi R, Jain D, Jung YL, Yang L, Gordenin D, Klimczak LJ, Zhang CZ, Pellman DS; PCAWG Structural Variation Working Group;
Park PJ; PCAWG Consortium. Comprehensive analysis of chromothripsis in 2,658 human cancers using whole-genome sequencing. Nat Genet.
2020 Mar;52(3):331-341. doi: 10.1038/s41588-019-0576-7. Epub 2020 Feb 5. Erratum in: Nat Genet. 2023 May;55(5):893. doi: 10.1038/541588-
020-0634-1. Erratum in: Nat Genet. 2023 Jun;55(6):1076. doi: 10.1038/s41588-023-01315-z. PMID: 32025003; PMCID: PMC705853.

Sono necessari modelli sperimentali per far luce sui meccanismi della cromoplessia e, in
particolare, per verificare se la cromoplessia & un evento "concomitante" o e il risultato di
molteplici cicli cellulari aberranti che guidano la tumorigenesi.



