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1.INTRODUZIONE

1. INTRODUZIONE

Tradizionalmente, lo studio del tumore si €

focalizzato su geni codificanti per proteine,

&
iﬁi‘a: considerati 1 principali effettori e regolatori della

d.ﬁ.
A
Yo g 1
‘i § EE tumorigenesi. Recenti scoperte, tuttavia, hanno
- n
&E 2 Ll.:h messo in evidenza il ruolo degli RNA non
ﬁ:ﬁj < oy 3.« 4 codificanti per proteine nella formazione del
Y. = o ¥
{535 Eg F;E’{‘ tumore. Nel 1993 Victor Ambros e i suoi colleghi
AU = o, g ) ) )
::a = E;% scoprirono un gene, lin-4, che aveva degli effetti

OO L

nello sviluppo di Caenorhabditis elegans e
trovarono che il suo prodotto era un piccolo RNA
Figural MicroRNA non codificante; piu tardi, questo piccolo RNA fu
chiamato microRNA (miRNA) [1].
I miRNA sono RNA a singola elica (ssRNA) lunghi circa 19-25 nucleotidi, generati da trascritti
endogeni a forma di forcina. (Fig.1) [2]; hanno un ruolo importante nell’inattivazione
dell’espressione di un gene attraverso il loro appaiamento con siti del target a RNA messaggero
(mRNA) attraverso una parziale complementarieta, solitamente nella regione 3’ non tradotta
(UTR).
Con il legame del miRNA al suo target a mRNA si esercita 1’effetto regolatorio attraverso o il
silenziamento del messaggero o attraverso I’inibizione traduzionale [3, 4].
Il numero dei piccoli RNA non codificanti conosciuti nei diversi microrganismi sta crescendo
esponenzialmente, soprattutto grazie alle metodiche di clonaggio e di sequenziamento[3].
Nell’uomo, circa il 3% dei geni codificano per miRNA e piu del 30% dei geni codificanti per
proteine possono essere regolati dai miRNA [5].

N

Attualmente secondo cido che ¢ riportato dal miRbase ( http://www.mirbase.org), per Homo

sapiens sono stati identificati 1048 miRNA [6].

I miRNA hanno un ruolo fondamentale in diversi processi, come lo sviluppo, la
differenziazione, la proliferazione cellulare, 1’apoptosi e la risposta agli stress[ 3].

Nel corso degli ultimi anni, I’interesse verso i miRNA ¢ incrementato in modo esponenziale,

documentabile anche dal numero di pubblicazioni che ci sono pervenute su questo argomento
(Fig. 2).

(5]
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Figura 2 Incremento del numero di pubblicazioni sui miRNA nel corso degli anni

Molti miRNA sono implicati nella patogenesi della maggior parte dei tumori umani[7].

Sia la perdita, che 1’acquisizione della funzione dei miRNA contribuisce allo sviluppo tumorale
attraverso differenti meccanismi[ 3].

Recentemente ¢ emersa la possibilita che i miRNA possano essere una nuova classe di
biomarcatori, vista la loro alterata espressione nel cancro[7, 8, 9].

Poiché i miRNA regolano la differenziazione cellulare, la proliferazione, la sopravvivenza e lo
sviluppo di metastasi, manipolarne la funzione, pud essere una potente strategia terapeutica per

interferire con I’iniziazione tumorale e con la progressione[ 3].

(6]
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1.1 MicroRNA: Localizzazione e Biogenesi

L’analisi genomica ha rilevato che piu del

e @ 50% dei miRNA nei mammiferi sono

EFSSL‘Ssngz E* Exorn Siducd localizzati sia all’interno di  regioni

" 3 & CYTOPLASM introniche di geni codificanti per proteine,
3

m\g é* ma anche in geni che non codificano per

Y i v % .[:Efn-,si.\g proteine; alcuni di questi miRNA sono

&
=)

trascritti da promotori interni [10].

Ty
Altri miRNA, localizzati nelle regioni
3 *

intergeniche, hanno i loro elementi

regolatori trascrizionali e costituiscono

unita di trascrizione indipendenti.

Figura 3 Biogenesi dei microRNA

La biogenesi dei miRNA nelle cellule umane & un processo complesso, che prevede multistep. I
geni dei miRNA (detti miR) sono trascritti, all’interno del nucleo, da RNA polimerasi II per
formare il trascritto primario del miRNA (pri-miRNA) poliadenilato, che varia da diverse
centinaia a migliaia di nucleotidi di lunghezza (Fig. 3 e 5) [7, 11, 12];

sebbene un minor gruppo di miRNA puo essere trascritto dal RNA polimerasi III [13].

Il pri-miRNA contiene una struttura caratterizzata da un appaiamento imperfetto, un loop
terminale, e sequenze fiancheggianti [14].

Il pri-miRNA ¢ successivamente processato dalla proteina nucleare Drosha, una grande proteina
di 160 kDa che fa parte del RNaese III di classe II, per produrre un secondo precursore (pre-
miRNA) di 60-100 nucleotidi di lunghezza, con una caratteristica struttura a forcina (Fig. 3 e 5)
[15, 16, 12].

La proteina Drosha possiede un dominio detto RNase III like domains (RIID), un dominio
legante RNA a doppia elica (dsRBD) e all’ N-terminale, una regione ricca di prolina e una ricca
di serina/arginina di cui non si conosce la funzione [3].

E’ stato proposto che Drosha possa riconoscere il pri-miRNA attraverso la struttura dello stem-
loop e poi tagliare lo stelo (stem) ad una determinata distanza dal loop in modo da liberare il
pre-miRNA [3].

Secondo studi eseguiti su culture cellulari, sembra che diverse proteine associate a Drosha siano
in grado di discriminare specificamente la struttura a stem-loop del pri-miRNA dallo stem-loop
degli RNA cellulari. Infatti Drosha fa parte di un complesso proteico di 650 kDa, chiamato
Microprocessore [17], dove Drosha interagisce con i suoi cofattori DGCR8 (DiGeorge

syndrome critical region gene 8 protein) [18, 12].

(7]
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Drosha funziona come subunita catalitica, mentre
DGCRS riconosce il substrato. Dopo 1’attivita nucleare
del microprocessore, il pre-miRNA prodotto ¢ esportato
nel citoplasma attraverso Esportina 5 (Exp5) e il suo
cofattore Ran-guanosina trifosfosfato (Ran-GTP) [19].

Il complesso Exp5/Ran-GTP ha un’alta affinita per il

N

pre-miRNA, proteggendolo dal momento che ¢ stato

generato nel nucleo, fino a che non & pronto per il
clivaggio nel citoplasma, dove GTP viene idrolizzato a
guanosina difosfato (GDP); a questo punto il complesso

Exp5/Ran-GDP rilascia il suo carico (Fig. 3 e 5) [19].

25 nucleotides

Nel citoplasma, il pre-miRNA ¢ tagliato da Dicer, un

RNase III di classe III, di 200kDa, caratterizzato da

65 A

diversi domini, come il dominio RNA elicasi/ ATPase,

Cea. / J paz
i1 DUF283 e PAZ, due vicini RIIIDs (RIIla e RIIIb) e un Figura 4 Immagine tridimensionale

di Dicer

dsRBD (Fig. 3, 4 ¢ 5) [20,12].

Il dsRBD e RIIID sono coinvolti nel legame e nel clivaggio della doppia elica di RNA. Le
proteine con domini leganti RNA a doppia elica, come la proteina legante RNA come
transattivazione della risposta (TRBP) e la proteina attivatoria della protein chinasi R (PACT)
negli umani, si lega a Dicer e contribuisce alla sua funzionalita. TRBP e PACT non sono
essenziali per il clivaggio del pre-miRNA mediato da Dicer, ma lo facilitano, e in particolare
TRBP stabilizza Dicer [21,22,12].

Queste proteine partecipano nella selezione dell’elica matura del miRNA e/o nel trasferimento
del miRNAs allo step finale, cioe verso il RISC ( RNA-Induced Silencing Complex) , che media
la degradazione o I’inibizione della traduzione del target (Fig. 3 e 5) [23,24]. Il core dei RISC ¢
composto da una famiglia di protein Ago [25,12]; delle quattro sottofamiglie delle proteine Ago
presenti nei mammiferi, solo Ago2 possiede ’attivita di clivaggio del target ( detta slicer) [26].
La doppia elica composta da miRNA-miRNA* ha bisogno di essere separata per agire come
guida nel riconoscimento tra RISC e il suo target ad mRNA. Recentemente, & stato osservato
che Ago?2 riceve direttamente il piccolo RNA a doppia elica dal complesso caricato da RISC
(Fig. 4) [27,12].

Tuttavia rimane sconosciuto quando ( prima o dopo il caricamento) ma soprattutto come le due
eliche sono separate. Nei mammferi, i miRNA guidano il RISC verso la complementarieta con i

siti target dell’'mRNA, dove endonucleotidicamente attiva la proteina Ago che taglia RNA [28].

(8]
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Altri miRNAs si legano con una parziale complementarieta ai siti target localizzati nel 3 UTR
dei loro specifici target ad mRNA. L’imperfetto appaiamento delle basi tra i piccoli RNA e il
loro target ad mRNA, causa la repressione della traduzione e/o deadenilazione ( rimozione delle

code poli A dal target), seguiti dalla destabilizzazione del target (Fig. 4) [29,12].

Nucleus Cytosols

Rof kil R b %?;%D H oo )

' Exportin 5 L
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D -h: r 1 1
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— - -

! | transcription c R ’ AgﬂZ

) 3

o T
or

Eﬂﬁ m microRNA-RISC
cap AAAAAAAAAAAAA
mRNA ' '

Binding with mRNA mRNA degradation

Figura 5 Meccanismi dei miRNA di silenziamento dell’mRNA target

Il meccanismo attraverso cui le protein Ago mediano la repressione della traduzione ¢ ancora
materia di dibattito. Le proteine Ago sembrano agire sull’iniziazione della traduzione [30] ,
sull’elongazione [31], e sulla degradazione del polipeptide nascente [ 32], dipendente dal target
regolato. Recentemente diversi gruppi hanno riportato che, sotto specifiche condizioni, i
miRNA possono avere un effetto opposto, possono ad esempio attivare la traduzione dei loro
target ad mRNA. Vasudevan et al. hanno evidenziato che Ago2 attiva la traduzione dei target ad
mRNA durante I’arresto del ciclo cellulare causato dalla starvazione o per inibizione da contatto
[33,34,35], dove fisiologicamente risulta repressa la traduzione dello stesso target ad mRNA
nelle cellule proliferanti[35].

Ulteriori studi saranno necessari per comprendere i meccanismi molecolari coinvolti durante la
repressione o I’attivazione tradizionale mediati da i miRNA e i meccanismi per invertire i due

processi [3].

(9]
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1.2 La Funzione dei MicroRNA

I miRNA esercitano la loro funzione attraverso una regolazione post-trascrizionale
dell’espressione genica; numerosi studi hanno infatti mostrato come un singolo miRNA puo
avere piu di 100 target diversi ed & stato stimato che i miRNA sono in grado di regolare piu del

30% dei geni codificanti per proteine (fig. 6) [36,5].

Figura 6 Un miRNA pud riconoscere centinaia di geni diversi.
Un gene puo essere riconosciuto da diversi miRNA

La regione piu importante dei miRNA, dal punto di vista della specificita, per il riconoscimento
dell’ mRNA target, ¢ localizzata nel 5’-terminale dello strand del miRNA maturo, lunga
solitamente tra i 7 e i 10 nucleotidi, detta sequenza “seed”. Tuttavia la regione seed non
comprende il primo nucleotide presente al 5’ del miRNA (solitamente una adenosina) che non
risulta determinante per 1’interazione con il target e pud anche essere non appaiato (Fig. 7)
[23,37].

mRNA 5

Figura7 Regione seed dei miRNA

Tuttavia la regione seed pud presentare degli appaiamenti non corretti (mismatches) dovuti
all’accoppiamento GU che disturbano il legame con I’'mRNA, influenzando cosi la funzione del

miRNA (Fig. 7) [38].

(10]
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La regione a valle del seed presenta solitamente un bulge o un loop, mentre la regione
all’estremita 3’ del miRNA mostra solitamente una complementarita imperfetta col suo target
(Fig. 7) [38].

Anche se il legame con i propri target sembra dovuto alla complementarita tra la regione seed
presente al 5° dei miRNA e la sequenza UTR presente al 3" dei rispettivi mRNA, il meccanismo
d’interazione miRNA-mRNA rimane ancora in parte sconosciuto[38].

La regolazione dell’espressione genica e della traduzione proteica, attraverso queste molecule di
RNA non codificanti, avviene attraverso uno dei due meccanismi, dipendente dalla
complementarieta della sequenza seed dei miRNA con il suo target (fig. 8) [7]. II primo
meccanismo, prevede il legame del miRNA alla sequenza del mRNA codificante la proteina
attraverso un perfetto appaiamento e questo induce il taglio dell’'mRNA attraverso Argonauta
nel RISC (fig. 8e) [7]. Il meccanismo alternativo, che risulta essere anche il pili comune
attraverso il quale i miRNA regolano i loro geni target, & quello del legame imperfetto dovuto
ad una parziale complementarieta di sequenza nel 3° UTR del target codificante mRNA,
guidando la repressione della traduzione della proteina (Fig. 8e) [ 39,40]. Tuttavia alcuni
miRNA si legano all’open reading frame (ORF) o al 5° di alcuni geni target, e, in alcuni casi,
possono attivare, piuttosto che inibire I’espressione genica (fig. 8e)[41,42]. Recentemente ¢
stato anche riportato che i miRNA possono legarsi a ribonucleoproteine nella sequenza seed in
maniera indipendente da RISC, interferendo con la loro funzione di legare RNA ( attivita decoy)
(fig. 8f) [43,44]. Tre studi hanno riportato che i miRNA possono regolare 1’espressione genica a
livello trascrizionale legandosi direttamente al DNA o modulando i pattern di metilazione a
livelllo dei promotori dei geni target (fig. 8g) [45,46,47]. Cosi i miRNAs possono ridurre i
livelli proteici dei loro geni target senza alterare significativamente i livelli di mRNA, attraverso

un controllo traduzionale[7].
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Figura 8 Le funzioni dei microRNA
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1.3 Nomenclatura dei MicroRNA

Quando si dimostra che una sequenza corrisponde ad un unico miRNA, il miRBase Registry
assegnera un nome in accordo alle linee guida esistenti [48,49]. Nel database, una sequenza di 3
o 4 lettere descrive la specie, per esempio, “hsa” per Homo sapiens; tuttavia questo prefisso
viene normalmente omesso in letteratura [50]. Il core del miRNA ha una desinenza detta “miR”,
che denota la sequenza matura, seguita da un numero di identificazione unico, assegnato
sequenzialmente [S0]. Possono essere aggiunti dei suffissi letterali a quei miR che differiscono
di solo 1 o 2 basi, come ad esempio miR-10b; la numerazione dei suffissi & assegnata ai miR
che hanno la stessa sequenza ma che derivano da differenti trascritti primari [S0]. Nel caso del
microRNA maturo hsa-miR-146a-5p e hsa-miR-146b-3p, il suffisso di -5p o -3p ¢ attribuito
quando i miRNA maturi sono i prodotti di geni diversi, localizzati su differenti cromosomi, ma
differiscono 1’uno dall’altro solo per la posizione di 2 nucleotidi [50,51]. I miRNA maturi che
hanno una sequenza identica, ma derivano da geni differenti gli viene aggiunto un suffisso
numerico addizionale, per esempio hsa-miR-1-1 e hsa-miR-1-2, i cui loci genomici si trovano
rispettivamente sul cromosoma 20 e 18 [51]. Ognuno dei due strand dello stelo dell’RNA
duplex (miRNA/miRNA* duplex) rilasciati attraverso Dicer dal pre-miRNA puo essere un
miRNA maturo indipendente e sono denotati con il suffisso “Sp” o “3p” che si riferisce alla loro
localizzazione 5’ o0 3’ nel pre-miRNA. Per esempio, il pre-miRNA del hsa-miR30a da origine al
miRNA maturo hsa-miR-30a-5p e al hsa-miR-30a-3p [51]. Quando uno delle due varianti di
miRNA, 5p o 3p, ¢ meno abbondante, ¢ spesso marcato con il suffisso “*”’; cosi, hsa-miR-146b-
Sp pud semplicemente chiamarsi hsa-miR-146b, mentre quello meno frequente hsa-miR-146b-
3p si chiamera hsa-miR146b* [51]. Il registro del miRBase mantiene la piu recente desinenza

per la nomenclatura [50].
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1.4 MicroRNA e Cancro

Secondo quanto emerso negli ultimi anni, i miRNA sono in grado di regolare fondamentali
processi biologici, come lo sviluppo, la differenziazione, I’apoptosi e proliferazione; per tale
motivo ¢ stato a lungo sospettato che 1’espressione dei miRNA potesse essere deregolata nel
tumore, e le anomalie a carico delle attivita dei miRNA potessero guidare la tumorigenesi

(Fig.9) [ 52].
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Figura 9 Meccanismi regolati dai MicroRNA

L’alterata espressione dei miRNA nel cancro ¢ stata per prima documentata nella Leucemia
Linfocitaria Cronica (CLL) [53]. Successivamente ¢ stato osservato che 1’espressione dei
miRNA in diversi tipi di tumore risulta essere up- o downregolata rispetto al tessuto normale,
supportando il loro complesso ruolo come oncogeni o oncosoppressori, sottolineando il

significato biologico dei miRNA durante la progressione tumorale (Fig.10 e tab.1). [54,55].

E Lung carcinoma
[l Breast carcinoma
| Colon carcinoma
1 Gastric carcinoma
M Endocrine pancreatic tumours
[ Prostate cancers
H B-CLL
F1 Papillary thryrodd carcinoma
B Primary glioblastomas

| Hepatocellular carcinoma

Figura 10 Diversa espressione dei miRNA in diversi tipi di tumori,
rispetto ai corrispettivi tessuti sani
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miRNA Tipo di Espressione miRNA Tipo di Espressione
neoplasia rispetto al neoplasia rispetto al
tessuto normale tessuto normale
let-7Ta Mammella Diminuita mir-123 Poimone Diminuita
let-7a Polmone Diminuita mir-125a Mammella Diminuita
let-Te Colon Diminuita mir-125b-1  Mammella Diminuita
mir-009-3 Coion Diminuita mir-125b-2 Mammella Diminuita
mir-010b Mammella Diminuita mir-128a Colon Diminuita
mir-017 Colon Aumentata mir-138-2 Coion Diminuita
mir-020 Colon Aumentata mir-145 Mammeila Diminuita
mir-021 M: | A tat: mir-145 Colon Diminuita
mir-021 M ! Al tat. mir-145 Polmone Diminuita
mir-021 Colon Aumentata mir-150 B.CLL Aumentata
mir-021 Polmone Aumentata mir-155 Linfomi Aumentata
mir-023a Colon Aumentata mir-155 Mammella Aumentata
mir-023b Colon Aumentata mir-185 B-CLL Diminuita
mir-024-1 Colon Aumentata mir-191 Colon Aumentata
mir-026a B-CLL Aumentata mir-210 B-CLL Diminuita
mir-030a Polmone Diminuita mir-210 Polmone Aumentata
mir-030b Polmone Diminuita mir-212 Colon Diminuita
mir-030d Polmone Diminuita mir-213 B-CLL Diminuita
mir-103 Colon Aumentata mir-213 Mammella Aumentata
mir-106 Colon Aumentata mir-221 Coilon Aumentata
mir-107 Colon Aumentata mir-223 Colon Aumentata

G.Melino e G, Cilibeite Avgomenti < Biclogia Molecolare Secieta Editiice Univer so, Roma
Tabella 1 Profilo di espressione dei miRNA in diversi tipi di tumori, rispetto ai corrispettivi tessuti sani
Il diverso profilo di espressione & stato osservato non solo tra i tessuti normali e 1 tessuti
tumorali, ma anche nei tumori primari e nei tessuti metastatici [56]. Il profilo di espressione di
una varieta di tumori provenienti da tessuti con un’origine embriologica comune, appare avere
alterazioni simili, permettendo di intuire I’origine e la differenziazione dello stato del tumore e
quindi un possibile strumento per la diagnosi e la prognosi [57,58,59]. Diversamente da quanto
¢ possibile ottenere dal profilo di espressione dell’ mRNA, analizzando i pattern di espressione
dei miRNA ¢ possibile classificare i tumori poco differenziati [S5]. L’alterata espressione dei
miRNA nel cancro puo essere il risultato di differenti meccanismi, come anomalie
cromosomiche, mutazioni genomiche e polimorfismi, cambiamenti epigenetici e alterazioni

nella biogenesi dei miRNA (fig. 11) [ 52].

a +Homozy gous deletion Tumour suppressor miRMNAs
+Heterozygous deletion and mutation
« Mutations and polymorphism miR-15a—miR-16-1 BCL-2
« Promoter hy permethylation miR-29a, miR-29b and mik-29c MCLT, TCLY, COKS, DINMT 3ot
= let-7 RAS
+Histone deactylation
—] ALLBRNNNNN NNNNNNRRRNE 1
|: = Transcription reprassion Oncogene mRMNAS
+miRMNA processing | = Drosha,/ Dicer loss
+ RISC interface
Low expression Teroliferation
I TAngiogenesis
miRMNA gene wlnﬂ«poptosls
Tirvasion
‘TGenetic instability
b OncomiRMAs
miR-T7-92 miR-155 SHIF], CEBPB
- Amplfication iiilim@ i1l i
« Translocation l

* + Mutations/polymerphism l]]]]]]::}‘ ]Il]]]]:::j: |
« Transcription activation : : i : : i Tumour suppressor mRMAs
iR-21
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Figurall Diversi meccanismi possono alterare 1’espressione dei miRNA; i loro effetti ricadono poi sui
processi biologici
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Piu della meta di questi miRNA associati al cancro sono localizzati in regioni cromosomiali
dette “hotspot”, come siti fragili, regioni di perdita di eterozigosita, amplificazioni o regioni di
breakpoint [60,61]. Le alterazioni cromosomiche nei campioni tumorali possono causare
un’alterata espressione dei miRNA, e quindi concorrere al processo di tumori genesi [ 52].
Mutazioni e polimorfismi nei trascritti dei miRNA possono avere effetti sull’espressione dei
miRNA inducendo un’alterazione del processamento dei miRNA o dalla complementarieta della
sequenza [52, 62].

E’ stato riportato che i polimorfismi di un singolo nucleotide (SNP) nel’mRNA target,
all’interno del sito di legame del miRNA, possono modulare la funzione dei miRNA attraverso
la distruzione della complementarieta dell’appaiamento delle basi tra miRNA e il target ad

mRNA (fig. 12) [ 63].

SNPsACARICODL
-priMIRNA

-pred IRITA

-miBNA manni

RISC

-PROCESSAMENTO
} -LIVELLO ESFRESSIONE
maanaa | conseguenze | DELmMIRNA
[AAAARA /| INTERAZIONE

\__/ miRNA-INRNA

Figural2 SNP a carico del miRNA-mRNA target

Anche le modificazioni epigenetiche possono avere effetti sull’espressione dei miRNA. Infatti
Saito e colleghi hanno osservato una downregolazione del miR-127 dovuta all’ipermetilazione
del suo promotore nel tumore della vescica; questo miRNA ¢ stato riespresso in risposta al
trattamento con agenti ipometilanti, correlata ad una downregolazione dell’oncogene B-cell
lymphoma protein-6 (BCL6), target del miR-127 [64]. Inoltre altri studi eseguiti su cellule
tumorali di vescica e di mammella hanno dimostrato che inibendo 1’azione dell’istone
deacetilasi (HDAC) si ha un significativo impatto sull’espressione dei miRNA [65]. Tuttavia gli
effetti degli inibitori del’HDAC sembrano essere tessuto-specifici, come accade
nell’espressione dei miRNA nelle cellule tumorali provenienti da polmoni non a piccole cellule
[58]. Successivamente ¢ stata dimostrata un’alterata espressione degli enzimi di processamento

(Dicer e di Drosha) in diversi tipi di tumore rispetto al tessuto sano [52]; infatti la
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downregolazione dell’espressione di Dicer e di Drosha ha effetti sulla biogenesi dei miRNA
[66,67].

Un altro potenziale meccanismo di regolazione post-trascrizionale, in grado di introdurre
un’ulteriore livello di diversita nell’espressione genica, & quello dell”’ RNA editing Adenosina a
Inosina ( A-D).

Questo tipo di processo viene catalizzato da una famiglia di enzimi nucleari noti come
adenosina deaminasi attive sull’RNA (ADAR), che inducono la modificazione di un residuo di
Adenosina in Inosina, cambiando una coppia di basi A-U in I-G, in punti selezionati sull’RNA
[68].

Gli ADARI1 e ADAR?2, riconoscono specificatamente 1’imperfetta struttura duplex del RNA,
principale caratteristica dei trascritti dei pri-miRNA e dei pre-miRNA (fig.13) [52]. Questo
meccanismo di editing A-to-I sembra che accada nel 16% dei pri-miRNA umani, alterandone il

processamento, e la loro attivita (fig.13) [69,52,70].

. genomic

DNA

-

— —— 3 pri-miRNA
ADARs A-to-I editing
57— — — [ 3*
l splicing, polyadenylation
s* — I (A), 3’ bsbon

Figura 13 Editing dei microRNA

In alcuni casi, ’editing dei pri-miRNA svolge un ruolo nel controllo del meccanismo di
processamento di queste molecole; infatti, il processo di editing A-to-I che avviene a livello di
specifiche posizioni del miR-142 e del miR-151, blocca il taglio da parte di Drosha e Dicer
durante la maturazione di queste molecole [71]. Il meccanismo di editing permette anche il
silenziamento di un set di geni target differenti tra loro da parte di un singolo miRNA; cio, oltre
ad estendere la funzione di queste molecole, aumenta anche la complessita della loro analisi
[72]. Inoltre questo meccanismo contribuisce alla diversita di queste molecole facendo si che da
uno stesso trascritto di miRNA vengano generate piit molecole di miRNA [73].

L’attivita di ADARs ¢ critica per lo sviluppo embrionale ed ¢ strettamente regolata in condizioni
fisiologiche, e [74,75,76] in molti tipi di tumori sono stati trovati alterati livelli dell’ RNA
editing cosi come un alterato livello di espressione di ADAR [77]. Ulteriori analisi saranno
necessarie per comprendere meglio ’impatto dell’RNA editing sulla funzione dei miRNA e

I’esatto ruolo dell’editing dei miRNA nello sviluppo e nella progressione tumorale [52].
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1.5 MicroRNA come Oncogeni e Oncosoppressori

Visto il ruolo dei miRNA nel regolare la proliferazione cellulare e 1’apoptosi e visto che le
cellule tumorali hanno un profilo di espressione dei miRNA distinto, & stato proposto che alcuni
di essi possono essere funzionalmente coinvolti nell’iniziazione tumorale e nella progressione
[52]. Questi miRNAs che possiedono una funzione come oncogeni 0 oncosoppressori sono
chiamati “oncoMir” [9]. Lo studio dei target di questi miRNA suggerisce che alcuni di loro

possono promuovere la crescita cellulare tumorale, attraverso [’inibizione di

geni
oncosoppressori o di geni che controllano la progressione del ciclo cellulare, la differenziazione
o I’apoptosi; mentre altri possono indurre metastasi attraverso il targeting di geni coinvolti nei
processi di transizione epitelio-mesenchimale e nell’invasivita cellulare (fig. 14) [52]. Sebbene
molti miRNA oncogenici possono aumentare il fenotipo maligno delle cellule tumorali, solo
uno studio ha dimostrato che un singolo miRNA, miR-155, ¢ sufficiente a promuovere la

trasformazione de novo [52, 78].
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Figura 14 MiRNA con la funzione di oncogeni e oncosoppressori

Questo puod essere coerente con il modello in cui i miRNA, piuttosto che silenziare, inducono
I’espressione dei geni target [52]. Finora, il miR-155 rappresenta 1’unico esempio in cui un

singolo miRNA ¢ sufficiente a indurre la tumorigenesi. L’overespressione del miR-155 nei topi
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transgenici induce una preleucemia causata dalla proliferazione di cellule pre-B che progredisce
in leucemia a cellule B e a linfoma ad alto grado [78]; Coerentemente con la sua attivita
oncogenica, 1’alta espressione del miR-155 ¢ stata riportata in diversi tipi di tumori ed € stato
dimostrato che nel tumore del polmone correla con una prognosi peggiore, nel linfoma causa
una diffusione delle cellule B grandi, ed ¢ indice di maggiore aggressivita nella CLL [79]. Un
altro esempio di oncomiR ¢ il miR-17~92, un cluster di miRNA il cui locus genico ¢ spesso
amplificato nei tumori; se il cluster del miR-17~92 ha come targets diversi geni coinvolti nei
pathway apoptotici, ¢ evidente che se la sua attivita di silenziare questi target ad mRNA causa
degli effetti antiapoptotici [80,81]. Tra i miRNA oncogenici puo essere incluso anche il miR-21,
dove la sua overespressione nei glioblastomi, nei tumori pancreatici, nei tumori della mammella
e nei tumori epatocellulari promuove la proliferazione e la meta statizzazione [82,83]. Altri
come miR-372 e miR373 possono neutralizzare 1’inibizione di CDK mediata da pS3 e cooperare

con Ras alla trasformazione cellulare (tab.2) [84].

OncomiRs
mifMA gene Localiz ation miRNA rargee Dysreguladon in cancer Reference(s)
miR-15¥ 2lq21.3 Ship Upregulared in pediatric Buriv's 30-35, 55,80
o'EBPR mphoma, Hodglin's disease,
Pu.i non-Hodgkin®s lrmphoma, and CLL, as
Cutll well as brease, lung, colon, and pancreatic
Pealm cancer
miR-21 17q23.1 FTEN Crverexpressed in breast, lang, proseace, 3642, 55, 56, 80,
FDCIDd gastric, cervical, head and neck, and 93, 95,97
colorectal cancer, as well as glioblastoma
miR-221&222 Xpli3 FTEN Upregulared in heparocarcinoma, CLL, 43-50, 04
TIMP3 melanoma, and glioblaswoma, as well as
p27 hing, brease, thyroid, and prosate cancer
piT
Bim
DDIT4
FOXO3A
i B- 1068-97-25 cluseer | Tq22.1 P21/Cipl Crerexpressed in gastric, prosate, colon, 51
Bim and pancreatic cancer, as well as
neuroblastoma and mmleiple myeloma
miR-17-92 claser 13g31.3 ph3 Upregulared in lang and colon cancer, as 52-54,57,58,99
EZF1 well as mphoma, medulloblastoma, and
P21 rmulriple myeloma
Bim

Garofalo et al. Therapeutics in Cancer. Annu Rev Pharmacol Toxicol.2010

Tabella 2 I microRNA piu upregolati tra i tumori umani riportati. CLL Leucemia linfatica cronica

In contrasto ai miRNA oncogenici, esistono miRNA con la funzione di oncosoppressori con la
capacita di silenziare oncogeni e/o geni che inibiscono la differenziazione cellulare o I’apoptosi
(fig. 14); normalmente nei tumori questi miRNA oncosoppressori risultano essere down regolati
[52]. Tra i miRNA con funzione di oncosoprressori c’¢ let-7 [85], che inibisce Ras e HMGA?2;
miR-15a e miR-16-1 [53], invece inibiscono BCL2; il miR-34 [54], che & indotto dal
danneggiamento del DNA e da stress oncogenici in maniera p53-dipendente, guida 1’apoptosi o

alla senescenza cellulare (tab. 3).
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Table? Tomor suppressor miRMNAs
miRMNA gene Localizasion miRMNA target Dwysregulation in cancer Reference(s)
weiR-15/18 21g21.3 Bel-2 Downregulared in CLL, DLECL, muldple 27, 5063
CICMDI miyeloma, pimitary adenoma, proseare cancer,
WINTIA and pancreatic cancer
Ier-7 17q23.1 Bas Downmodulared in liposarcoma and CLL, & G466, 76
Myc well as gastric, lang, prosace, brease, ovarian,
HMGAZ and colon tumors
iR -34ae Xpll3 CCME2 Downregulaced in pancrearic cancer and 67-T0
MET Burkict's lymphoma without Myc translocacion
Bel2 Hypermethylated in colon tumors
MycH
Motch L/Mowch2
CDE46
miR-29 Tql.1 Mel-1 Downmodulated in CLL and 71,72, 74
CIdC42 cholangiocarcinoma, as well as colon, brease,
and lung cancer
miR-122 13g31.3 ADAMIT Downregulared in HCC T3

Garofalo et al. Therapeutics in Cancer. Annu Rev Pharmacol Toxicol.2010

Tabella 3 MiRNA oncosoppressori: i microRNA piu downregolati nei tumori umani.
CLL Leucemia Linfatica cronica; DLBCL Linfoma a cellule B grandi diffuse; HCC carcinoma epatocellulare.
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1.6 MicroRNA e Polimorfismi

Un pri-miRNA comprende uno stelo (stem di ~33bp) con un loop terminale e sequenze
fiancheggianti (~100bp) [86]. Diversi studi hanno dimostrato che una parte del loop terminale
[87,88], e le sequenze fiancheggianti lo stem loop [89] sono critiche per il processamento
indotto da Drosha e Dicer. E’ stato ipotizzato che i polimorfismi nei pre-miRNA possono
influenzare la maturazione del miRNA e quindi modularne la sua espressione [86]. In un
lavoro, Duan et al (2007) hanno analizzato un polimorfismo (SNP), in particolare rs1297533,
localizzato nell’ottavo nucleotide all’interno della sequenza matura del miR-125a. Questo SNP
blocca in vitro il processamento del pri-miRNA in pre-miRNA, causando un’alterazione della
soppressione indotta dal miR-125a sul suo target ad mRNA, Lin-28. La conseguenza biologica
di questo SNP sul miR-125 necessita di ulteriori studi [90]. In uno studio simile di Saunders et
al del 2007, solo su tre miRNA ( miR-125a, miR-627 e miR-662) sono stati trovati SNP
all’interno della regione seed (rs12975333, rs2620381 e rs9745376). Secondo questo studio, i
geni dei miRNA hanno una bassa densita di polimorfismi e la maggior parte di quelli identificati
non sono all’interno della regione seed, indicando una forte selettivita nei pre-miRNA umani.
Nessuno di questi polimorfismi € stato testato sperimentalmente per determinare se questi SNP
potessero avere effetti sulla struttura o sul processamento dei miRNA [91]. Dal recente studio
di Jazdzewski et al. del 2008 ¢ stato dimostrato come un comune SNP, rs 2910164, a carico del
pre-miR-146a riduce in vitro i livelli di espressione del miR-146 maturo, contribuendo alla
predisposizione genetica al carcinoma papillare della tiroide [92].

Dettagliate analisi sulla sequenza matura dei miRNA hanno rilevato un alto grado di variazione
nei nucleotidi terminali confrontati con le attuali sequenze di riferimento presenti nel miRBase
[93,94,95,96,97,98]. Queste varianti di popolazione conosciute nei miRNA sono chiamate
isomiR. Secondo tutti gli studi citati precedentemente, nella maggior parte dei casi si ha una
modificazione generata da un singolo nucleotide nel 3’terminale del miRNA che differisce dalla
sequenza genomica. In contrasto, al 5° terminale le basi sono pill omogenee, con solo pochi casi
di varianti (fig 15) [99,96]. Questi risultati predicono che una variante di sequenza dei miRNA
pud generare numerosi miRNA maturi; tuttavia alcune varianti potrebbero influenzane il
processamento dei miRNA, I’emivita, le localizzazioni subcellulari e la specificita con il target
dei miRNA (in particolare le variazioni al 5° terminale) [86]. La termodinamica delle
interazioni tra RNA-RNA gioca un ruolo essenziale nel legame del miRNA con il loro target ad
mRNA; quindi ¢ stato proposto che SNP a livello dei siti di legame dei miRNA possono alterare
I’espressione dei geni target. La densita di polimorfismi ¢ significativamente piu bassa nelle

regioni dei siti conservati dei target che sono complementari alla regione seed del miRNA
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[100]. SNP in questa regione possono essere funzionali e sono candidati ad essere la causa di

malattie umane.

SNP e miRNA
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Figura 15 SNP a carico della sequenza dei miRNA o a carico della sequenza dell’mRNA target possono causare
alterazioni tra il riconoscimento miRNA-mRNA e causare alterazioni a livello dei meccanismi cellulari

Tramite programmi bioinformatici, diversi studi hanno analizzato SNP all’interno del 3’UTR

dei geni target umani, cercando di predirre quali SNP potrebbero alterare i siti per il

riconoscimento del miRNA sul target ad mRNA, alterandone di conseguenza i livelli di

espressione (fig.15) [101,100,102,103]. Secondo diversi studi ¢ emerso che il 3’UTR sia un

“hotspot” per le patologie [104], e quindi le caratteristiche dei microRNA possono essere utili

per la distinzione tra vari tipi di tumori e malattie, emergendo sempre di piu il loro possibile

ruolo come marker patologici [105]. Tra i 120000 SNP conosciuti sul 3’UTR dei geni target,

19913 modificano i presunti target dei miRNA o attraverso la distruzione del sito conservato del

target predetto o attraverso la distruzione di siti non conservati predetti o attraverso la creazione

di nuovi siti target predetti (http://www.patrocles.org)(tab.4) [ 102].

Table 1. SNPs in experimentally d k miRNA targ
HapMap panel

Frequency v
Target gene miRNA Target sequence SNP cawegory CEUWHCBIPTIYRI Bvidence Conservation
LDLRAPT mir-124 G[TG)GCCTTT rs11583293 na — a M,R, D, 0O
SLCTeAS mir-1/-206 TCATTCG/A] rsZB93808 0 0.0/0.0/0.020.0 a M.D.O
SDCe mir-1/-206 TCATT[C-)CT rs11475489 na —_ a M,R, D, 0
D24 mir-93/-302/-372/-373 AGCACT[TiA)A rs4030414 na - a None
ATPEVOE mir-124 ATGCCTIT/C)A rs11539178 wa -_— ab None
POLR2K mir-1/-206 ACATT[OTICA rs11555067 n/a — a None
oviz mir-124 CT[GAICCTTT rs1054280 wa —_ a M, R
1QGAPT mir-124 CTGCCTITIA] rs1042638 2 0.10/0.41/0.42/0.09 ac D, 0
MYHS mir-124 GTGQUTITTA rig2ze wa -_— a M.R.D,0,C
MEKRNT mir-92/-302/-372/-373 G[GICYCACTTT rs17620927 0 0.0/0.0/0.0/0.0 a M,R, D, O
EZH2 mir-101 GTACTG[T/G)A ri§829 na — [3 M,R.D,0,CX
TTC2A mir-124 GTGCAUqr rs28635788 na — a M,R, D
TTC7A mir124 GTGCCTIIC] rs10196117 na - a M.R.D
cavt mir-124 AT[G/AJCCTTA 511553391 na —_ a o]
ACAL2 mir-124 TTGIO/G)CTTA rs7233791 2 0.05/0.11/0.14/0.19 ab M,R, O
KLHDCS mir-1/-206 A[UTIATTCCC 51050288 2 —_ a M
MTPN let-7/mir-98 GTA[UTICTCA rs17168525 2 0.010.1%—0.0 < M,R,D, 0

*  MLA, Sanders, et al, PNAS, 2007

Tabella 4 SNP nei target ad mRNA identificati sperimentalmente
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Quindi, per concludere possiamo dire che, polimorfismi a carico del miRNA, o a carico del gene
target, possono guidare alla perdita o all’acquisizione della funzione del miRNA, a seconda se
lo SNP interferisce, elimina o crea un sito di legame tra il miRNA e il target. L’alterata
funzionalita dei miRNA a causa degli SNP, puo avere ripercussioni in vari processi biogici,
interferendo su molte delle funzioni cellulari, tra cui la farmaco sensibilita o la farmaco

resistenza, o la tossicita di un farmaco (fig. 16) [105].
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Figura 16 Uno SNP a carico del miRNA o dell’'mRNA target puo avere effetti sulla risposta ai farmaci
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1.7 Controllo Epigenetico dei Geni MicroRNA

Considerando I’importanza dei miRNA nel controllare tutti gli stadi fisiologici della cellula, non
sorprende che la loro espressione abbia bisogno di una regolazione, e questo avviene anche
attraverso un controllo epigenetico [106]. Negli ultimi anni, diversi studi hanno valutato la
rilevanza dei cambiamenti nelle modificazioni della cromatina e il loro impatto sul controllo
trascrizionale di un certo numero di geni codificanti i miRNA [107]. Come accade per i geni
codificanti-proteine, un alterazione dei pattern di metilazione delle isole CpG vicino o
all’interno dei geni dei miRNA o la modificazione istonica, pud causare una inattivazione
dell’espressione dei miRNA e infine indurre alterazioni patogeniche, inclusa la tumori genesi
[108]. In supporto a questo, lo studio di lorio et al (2007) ha evidenziato un’alterata espressione
di diversi miRNA nel tumore dell’ovaio dovuti alla ipometilazione di alcuni geni codificanti
per i miRNA, tra questi ci sono i miR-21, miR-203 e miR-205 [109]. In un altro studio,
Lujambio e i suoi collaboratori(2007), hanno confrontato le linee cellulari tumorali di colon
HCT-116 con le stesse linee cellulari in cui sono stati silenziati (doppio knockout, DKO) la
DNA Metiltransferasi di tipol e la 3b e hanno evidenziato che il 6% dei 320 miRNA analizzati
sono stati upregolati di circa tre volte rispetto alle linee cellulari DKO [110,111]. Tra i miRNA
risultati upregolati, solo il miR-124 ha al suo interno un’isola CpG densamente metilata nelle
linee cellule tumorali ma non nei tessuti sani, dimostrando che questo miRNA ¢& regolato da un
controllo epigenetico [110]. Successive analisi hanno evidenziato che il miR-124 ¢
frequentemente metilato in altre linee cellulari provenienti da tumori del colon, mammella e
polmone, cosi come nelle leucemie e nei linfomi [111;] ed & stato osservato che,
I’ipermetilazione delle isole CpG nel miR-124 & concomitante con inattivazione della
modificazione istonica [111]. Da altri recenti studi sulla metilazione dei geni dei miRNA, &
stato dimostrato che I’ipermetilazione dei miR-9-1, miR-124a3, miR-148a, miR-152 e miR-663
va dal 34-66% dei pazienti analizzati affetti da tumore della mammella [112]. L’ipermetilazione
¢ un fenomeno che accade piuttosto precocemente nello sviluppo tumorale ed & associata con
una marcata riduzione dell’espressione dei miRNA nel tessuto tumorale [106]. Anche altri
miRNA, come miR-193a, miR-137, sono stati trovati ipermetilati e downespressi in diversi tipi
di tumori; la loro ectopica espressione induce una riduzione della crescita cellulare e
downregolano fattori chiave della proliferazione, dimostrando che questi 2 miRNA possiedono
caratteristiche simili agli oncosoppressori, caratteristiche che vengono silenziate
epigeneticamente durante la progressione tumorale [113,114]. I promotori dei geni dei miRNA
sono anche regolati dalla modificazione degli istoni durante lo sviluppo e la patogenesi; per
esempio, la bassa espressione del miR-1 nelle cellule tumorali polmonari puo essere ripristinata

attraverso il trattamento con inibitori delle istone deacetilasi (HDAC), suggerendo che il
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promotore di miR-1 nel tumore potrebbe avere un’acetilazione aberrante [115]; ripristinando
I’espressione del miR-1 si € stata osservata una riduzione della crescita cellulare, della mobilita
e della tumorigenesi in vivo [115]. Quindi, gli inibitori delle HDAC, hanno il potenziale per

promuovere la downregolazione di alcuni miRNA [115].
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1.8 Controllo dell’Espressione dei MicroRNA attraverso
Farmaci Epigenetici

I farmaci che vanno ad inibire I’istone deacetilasi di classe I e II (HDACi) inducono
cambiamenti drastici nella programmazione cellulare, nel promuovere I’arresto della crescita,
nella differenziazione e nell’apoptosi, funzionando come agenti antitumorali [116]. Sebbene il
loro dettagliato meccanismo molecolare di azione rimane ancora sconosciuto, sembra che il 5-
10% dei geni trascritti sia up o downregolato successivamente al trattamento con HDACi [117].
Il motivo per cui solo una sottopopolazione di geni dopo il trattamento con HDACi cambia il
livello della sua espressione, rimane un mistero; tuttavia dal lavoro di Scott et al (2006) sulla
linea cellulare proveniente dal tumore alla mammella, SKBr3, ¢ stato osservato che i geni dei
miRNA possono essere rapidamente alterati e altamente sensibili all’azione degli HDACi [65].
Infatti in questo studio & stato confrontato il profilo di espressione di 200 miRNA nelle cellule
SKBr3 non trattate e nelle cellule SKBr3 trattate con un potente HDACi, LAQS824; dai loro
risultati risulta che nelle cellule non trattate il 40% dei miRNA analizzati mostravano una
upregolazione; di questo 40%, 64 miRNA (80%) [65] avevano subito una significativa
downregolazione successivamente al trattamento per 5 ore con gli inibitori delle HDAC [65]. In
particolare, il miR-27a, dopo il trattamento con gli inibitori delle HDAC, viene fortemente
represso ed induce una upregolazione dei suoi geni target [65].

Tuttavia ¢ stato dimostrato che i farmaci che modificano la cromatina possono alterare i pattern
di espressione di alcuni miRNA; infatti gli autori hanno combinato 1’azione di inibitori della
metilazione del DNA e di inibitori dell’istone deacetilasi per indurre 1’espressione di particolari
miRNA [64]. In un altro lavoro & stato osservato che trattando simultaneamente le cellule
provenienti dal carcinoma della vescica T24 con la 5-Aza-2’-deossicitidina (5-Aza-CdR o DAC,
un farmaco modificante la cromatina), e con 1’acido 4-fenilbutirico (PBA, un HDAGC)) si ottiene
un’upregolazione maggiore di 3 volte nel 5% dei 313 miRNA analizzati [65]. Tra i miRNA
upregolati, I’effetto piu forte € stato visto per il miR-127 (~50 volte upregolato), che & inserito
in un’isola CpG; normalmente questo miRNA viene silenziato nelle cellule tumorali ed ha come
target potenziale il proto-oncogene BCL6 [65]. Cosi la combinazione dell’azione degli agenti
demetilanti e degli inibitori delle istone deacetilasi ha indotto 1’attivazione del miR-127 che
normalmente ¢ soggetto a silenziamento epigenetico nel tumore, € puo agire, una volta attivato,
come oncosoppressore silenziando BCL6 [65]. Sempre dallo studio di Scott et al (2006), il miR-
127 risulta espresso insieme a 4 altri miRNA (miR-136, miR-431, miR-432 e miR-433) nel
tessuto sano, mentre questo cluster di miRNA risulta essere silenziato nel cancro. L’unico
miRNA, che dopo il trattamento combinato con 5-Aza-CdR e PBA delle cellule tumorali,

sembra ripristinare la sua espressione, ¢ il miR-127, suggerendo che il controllo epigenetico
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possa differenzialmente agire rispetto ai miRNA che sono clusterizzati negli stessi loci
genomici e normalmente processati da un singolo grande trascritto [65]. La riespressione del
miR-127 dopo il trattamento ¢ associata con una diminuzione dei livelli di metilatizione e da un
incremento dell’acetilazione degli istoni intorno allo specifico sito di trascrizione contunuto
all’interno del miR-127 [65]. Queste caratteristiche sono tipiche della cromatina aperta e quindi
di trascrizione genica attiva, indicando che I’isola CpG puo diventare un promotore attivo della
trascrizione per singoli miRNA nelle cellule tumorali [65]. In un altro studio, ’'uso della sola 5-
Aza-CdR ¢ sufficientemente potente da riattivare 1’espressione di miRNA downregolati nel
tumore della mammella, come nel caso del miR-9-1 [112]. Comunque l'uso di agenti
demetilanti & efficace a restaurare la funzionalita del miR-223 e la mielodifferenziazione; il
silenziamento epigenetico di questo miRNA nella leucemia ¢ stato revertito con la 5-Aza-CdR

(Fig. 17) [118].
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Figura 17 Riattivazione genica da parte della 5-aza-dC.
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1.9 MiRNA come Biomarcatori Tumorali

Risulta sempre piu evidente come i miRNA si possono identificare come nuovi possibili
indicatori diagnostici, prognostici e come potenziali target terapeutici, grazie alle loro capacita
di modulatori dell’espressione genica [7]. Oltre alla loro tessuto-specificita, i miRNA hanno
caratteristiche uniche, che 1i rendono ideali marker tumorali data la loro stabilita, la facile
rilevazione e una dimostrata associazione con i parametri prognostici e clinicopatologici [7]. 1l
riconoscimento dell’eccezionale stabilita dei miRINA nei tessuti viscerali, ha indotto gli studiosi
a stabilire se queste piccole molecole sono anche preservate, rilevabili e quantificabili nel
sangue e in altri fluidi biologici ( urine, saliva ecc.) [7]. Infatti, negli ultimi due anni sono state
accumulate molte evidenze a supporto dei miRNA circolanti come biomarcatori dello stato di
malattia non invasivi e sensibili, soprattutto per quanto riguarda il cancro ( mammella, polmone,
pancreas, ovaio e prostata) [7]. Questo nuovo approccio dei miRNA circolanti come
biomarcatori ha un immenso potenziale per la diagnosi tumorale precoce e stratificazione della
malattia, in particolare per quei tumori in stadi avanzati e per quelli in cui non esistono marker
tumorali al momento disponibili [7]. Lo studio dell’espressione dei miRNA nei tessuti tumorali
e nei fluidi biologici ha permesso di considerarli come possibili marker visto il loro ruolo nei

diversi tipi di tumore [7].
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1.10 MicroRNA come potenziale Target Terapeutico

Molti studi hanno dimostrato che i miRNA possono rappresentare un nuovo target terapeutico
per il cancro [52], questo anche grazie alla comparsa di nuove tecnologie che utilizzano miRNA
sintetici o siti target artificiali per attivare o inibire la regolazione endogena dei miRNA [3]; le
strategie terapeutiche sono basate sulla modulazione dell’espressione dei miRNA [3,119]. Per i
miRNA con capacita oncogeniche, la terapia prevede 1’uso o di oligonucleotidi anti-miRNA
(AMO o LNA), o di microRNA sponges, o di miRNA masking, o piccole molecole inibitorie,
dette microRNA MIMICS [52,3,119].

Per quanto riguarda gli AMO, questi sono capaci di bloccare I’interazione tra miRNA e il loro
target ad mRNA attraverso una competizione; mentre gli LNA sono RNA che presentano un
ribosio bloccato chimicamente con una conformazione ad alta affinita per RNA analogo,
rendendolo inaccessibile [52,120,121,119]. Diversi studi hanno suggerito che gli AMO possono
essere promettenti reagenti per il trattamento tumorale attraverso la soppressione di miRNA

oncogenici [83,122].
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Figura 18 Schema delle strategie terapeutiche: 1. oligonucleotidi anti-miRNA (AMO) si lega ai miRNA, inibendo il
legame del miRNA con mRNA target; 2. mRNA sponges contiene multipli siti di legame per specifici miRNA che
prevengono il legame di questo miRNA con il suo target endogeno; 3. miRNA mask DNA ¢ complementare al sito di
legame del miRNA , causando nel gene specifico del target un interferenza tra 1’interazione miRNA:mRNA; 4.
Piccole mlecole inibitrici per uno specifico miRNA; 5.6. terapia genica usando un sistema virale e nanoparticelle che
aumentano ’espressione di specifici miRNA oncosoppressivi per ottenere 1’effetto terapeutico. 7. Usare come target
molecole coinvolte nella biogenesi, ma rimane da essere ulteriormente valutata a causa degli effetti.
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I microRNA sponges, sono mRNA sintetici contenenti siti di legame multipli per un miRNA
endogeno, prevenendo I’interazione tra miRNA e il suo target endogeno; queste molecole sono
state create da Elbert et al. (2007) inserendo un protuberanza tra il sito di legame per il
microRNA e la posizione normalmente tagliata da Argonauta 2, permettendo quindi il legame
del microRNA sponges con il complesso microribonucleoproteico caricato con il corrispondente
microRNA [123,119]. Un singolo microRNA sponges, pud essere usato per reprimere un’ intera
famiglia di miRNA seed [123]. In vitro, questi “sponges” reprimono il miRNA target, tuttavia,
I’efficienza della stabilita espressa dalle applicazioni degli sponges in vivo deve essere valutata
[123]. Analogamente ai miRNA endogeni, ’azione degli AMO ¢ sequenza specifica ma non
gene specifica; per questo gli AMO possono suscitare effetti anche su altri target, causando
un’indesiderata tossicita [52,3]. Sono state create delle nuove molecole dette “miR-Mask”
caratterizzate da sequenze con una complementarieta perfetta al sito di legame per un miRNA
endogeno nel gene target, capaci di formare un duplex con I’'mRNA target ad alta affinita,
bloccando ’accesso del miRNA endogeno al suo sito di legame, senza il potenziale effetto di
degradazione dell’mRNA attraverso gli AMO [124,119]. L’efficacia terapeutica dei miR-Mask
dipende dalla selezione del gene target; la scelta di avere come bersaglio degli oncogeni o degli
oncosoppressori ¢ critica [52]. Le piccole molecole inibitrici possono essere utili per analizzare
la funzione di un miRNA, ma anche come promettente reagente per aumentare la risposta ai
chemioterapici o da usare proprio come farmaco antitumorale [52,119]; in vivo, I’efficienza di
piccole molecole inibitrici devono essere esplorate [52].

Da quando ¢ stato notato che proteine codificate da oncosoppressori possono inibire la crescita
tumorale, diversi lavori hanno ipotizzato che restaurando i miRNA con funzione
oncosoppressiva si possono avere effetti antitumorali [125,126,127,119];

quindi la strategia terapeutica per la riattivazione dei miRNA oncosoppressori prevede
I’espressione forzata di questi miRNA [52,3,119]. In un modello animale affetto da carcinoma
epatocellulare (HCC) ¢ stato somministrato il miR-26a usando virus adeno-associati (AAV), ed
¢ stata osservata un’inibizione della proliferazione cellulare tumorale, stimolando un apoptosi
tumore-specifica, e una protezione dalla progressione della malattia senza tossicita [128].
Poiche i vettori AAV non si integrano nel genoma dell’ospite, e quindi verranno eliminati,
questo approccio minimizza i rischi della tossicitd collegata al vettore [52]. Questo studio
suggerisce che reintroducendo I’espressione di quei miRNA altamente espressi e tollerati nel
tessuto normale ma non espressi nelle cellule tumorali si puo ripristinare I’attivita dei miRNA
oncosoppressori come terapia antitumorale [S2]. L’efficacia in vivo della terapia con vettori
AAV ¢ stata efficace contro il tumore del fegato, ma I’efficacia contro tumori solidi originati da
altri tessuti deve essere valutata [52]. Poiché la perdita dell’effetto inibitorio di un miRNA puo
contribuire all’attivazione di oncogeni, ¢ possibile inibire 1’espressione dell’oncogene alterato

attraverso 1’uso di miRNA mimic sintetici [3].
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I miRNA mimic, piccole molecole ad RNA ds modificate chimicamente, sono capaci di mimare
le molecole di miRNA mature endogene [52].

Per ottenere un effetto terapeutico durevole, questi miRNA mimic vengono veicolati, in vivo,
attraverso nanoparticelle basate su polimeri e lipidi [129]; se queste particelle che 1i veicolano
non danno effetti collaterali, questi potrebbero essere un promettente approccio terapeutico per

il trattamento dei tumori (fig 19) [52,3].
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1.11 MiR-146 e il suo ruolo clinico

Il miR-146 umano esiste in due forme distinte: miR-146a localizzzato sul cromosoma 5q33
(fig 20) e miR-7/46b localizzato sul cromosoma 10q24 (Fig 21). Poiché la loro forma matura di
22-mers differisce di soli 2 nucleotidi (Fig 22), molti geni target predetti sono comuni a

entrambi; tuttavia, ogni singolo miR riconosce anche specifici target [130].
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Figura. 22 Confronto fra la sequenza matura del miR-146a e miR-146b

I due miR-146 sono differenzialmente regolati, infatti il miR-146a, a differenza del miR-146b, &
fortemente indotto dai lipopolissacaridi. E’ stato inoltre proposto che il miR-146 abbia un ruolo
nel Toll-like-receptor e nel signaling citochinico e quindi nella risposta immunitaria; inoltre ci
sono evidenze che il miR-146a sia regolato da NF-kappa B [131].

In uno studio eseguito su 20 tessuti provenienti da pazienti, sottoposti ad intervento chirurgico,
affetti da carcinoma papillare della tiroide (T-PTC) e corrispettivo tessuto sano (N-PTC)
adiacente al tumore, sono stati trovati overespressi diversi microRNA, ma in particolare ¢ stata
osservata una forte overespressione (da 11 a 19 volte) di tre miRNA nel T-PTC rispetto al
tessuto sano, tra cui il miR-146, il miR-221 e il miR-222. Secondo questo studio, per predirre la
presenza del T-PTC sono sufficienti 1’analisi dell’espressione di 5 miRNA, miR-146, il miR-
221, il miR-222, miR-21 e miR-181a [132]. Krystian Jazdewski et al (2008) hanno dimostrato,
in un lavoro eseguito su 608 pazienti affetti da T-PTC, che un comune polimorfismo,
1s2910164, nel pre-miR-146a ha effetti sulla quantita totale di miRNA maturo, (infatti
I’espressione del pre-miR146a con I’allele C, quello pil raro, era di 1.9 volte pill bassa rispetto a
quello con I’allele G; ma anche la quantita di miR-146a maturo era 1.8 volte piu basso ’allele C
vs quello con I’allele G) contribuendo alla predisposizione genetica ai T-PTC, giocando un
ruolo nella tumorigenesi attraverso mutazioni somatiche [130].

Precedenti studi suggeriscono che questi effetti sono mediati attraverso i geni target, la cui
espressione dipende dallo SNP; poiche il miR-146a ¢ un gene NF-kappa B-dipendente
[133,134], capace di inibire TRAF6 e IRAK1, molecole chiave a valle dei Toll-like receptor e
dei recettori citochinici, Jazdewski K et al hanno ipotizzato un ruolo dello SNP del miR-146a
nell’indurre un feedback negativo nel Toll-like receptor e nel signaling citochinico [130].

I pathway di NF-kappa B sono critici per la formazione del tumore poiché promuovono non
solo la sopravvivenza cellulare attraverso 1’espressione di proteine anti-apoptotiche, ma anche
attraverso la trascrizione di geni immunocorrelati e citochine infiammatorie che possono
influenzare la progressione tumorale attraverso la mobilizzazione delle cellule ospiti [135].

In un successivo lavoro €& stato determinato, sia in cellule transfettate U20S sia nei tessuti di
carcinomi papillari della tiroide (PTC), che il genotipo GC del miR-146a eterozigote produce 3
miRNA maturi: uno derivante dal filamento guida (miR-146a), e due derivanti dai filamenti

passeggeri (miR-146a*G e miR-146a*C), ognuno in grado di riconosce un diverso set di geni
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target. Inoltre ¢ stata osservata un’ampia differenza dei trascrittomi derivanti dai tumori con il
genotipo GC e GG e nei tessuti sani derivanti da pazienti con PTC. Gli autori hanno ipotizzato
che la produzione di distinti miRNA e la regolazione di differenti geni target tra I’eterozigote
rispetto all’omozigote, pud chiarire la predisposizione al PTC negli individui che sono
eterozigoti [136].

Nei pazienti affetti da leucemia linfocitaria cronica (CLL) il miR-146 correla con il tempo di
progressione della malattia [57]. In un altro studio & stato dimostrato che il miR-146, insieme
con il miR-155 e il miR132, essendo geni responsivi alle endotossine, sono coinvolti anche
nella risposta dell’immunita innata attraverso la regolazione della risposta infiammatoria acuta
dopo il riconoscimento del patogeno ad opera dei Toll-like receptors (TLR) sui monociti o sui
macrofagi [131,137]; infatti, il miR-146 & overespresso in risposta a componenti batteriche o a
citochine pro-infiammatorie, come IL-1 e TNF [131,137]. Sia il miR-146 che il miR-155
causano un feedback negativo, attenuando il signaling dei TLR, per cui il miR-146 limita
I’espressione di IRAK1 e TRAFG6 [131].

Studiando il ruolo di alcuni miRNA nella patogenesi delle malattie infiammatorie, € stato
evidenziato che il miR-146 e il miR-155 possono essere indotti da stimoli pro-infiammatori
come l’interlochina 1, il tumor necrosis factor alpha (TNFo) e i Toll-like receprtors (TLR);
entrambi i miRNA hanno diversi target, ad esempio il miR-146 inibisce il signaling dei TLR, il
miR-155 regola le cellule Thl e mRNA per il TNFo [138]. Nell’artrite reumatoide (RA) dei
tessuti sinoviali I’espressione del miR-146 ¢ indotta dalla stimolazione con TNFa e
interleochina 1 beta (IL-B) [139]. In un recente studio & stato dimostrato che 1’overespressione
dei miR-9, miR-98 o0 miR-146 isolati nei condrociti umani riduce i livelli di IL-1 B inducendo la
produzione di TNF-o; questo suggerisce che questi miRNA mediano le funzioni infiammatorie
e 1 loro pathways [140]. Le citochine infiammatorie giocano un ruolo chiave nella
degenerazione osteoarticolare (OA); tra le citochine cataboliche pili importanti, con un ruolo
cruciale nell’ OA c’¢ IL-1B. Questa citochina non solo promuove il rilascio di enzimi
degenerativi come le MMP e le aggrecanasi, ma inibisce anche la sintesi delle proteine della
matrice extracellulare attraverso i condrociti [141]. La cartilagine OA ¢ stata suddivisa in tre
gradi, ed ¢ stata evidenziata un’intensa espressione del miR-146 nella cartilagine OA di basso
grado; ¢ stato confermato che il miR-146 ¢ espresso successivamente alla stimolazione di IL-1B
nei condrociti isolati dalla cartilagine normale. Questo supporta I’ipotesi che 1’espressione del
miR-146a ¢ indotta nella patogenesi OA [142].

Il miR-146 sembra avere un ruolo anche nel lupus eritematoso sistemico (SLE), regolando i
livelli di espressione di TRAF6, IRAK1, STAT-1 e IFN regolatory factor 5 (IRF-5), tutti fattori

importanti per i patway dell’IFN. La riduzione del miR-146 nelle cellule mononucleate di
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sangue periferico, da pazienti con SLE, contribuisce, probabilmente, ad alterare i livelli di questi
fattori inducendo 1’ overespressione dell’IFN di tipo I, causando cosi la malattia [143].

Nelle cellule provenienti da leucemia a cellule T (ATL) & stata dimostrata una downregolazione
dei miR-146b e miR-125a [144]; percio, la diminuzione nelle cellule ATL del miR-146b e miR-
125a potrebbe causare un incremento dell’infiammazione e ad una diminuzione della
funzionalita dei T-reg, caratteristiche osservate nei pazienti affetti da virus della leucemia a
cellule T di tipo 1 nell’'uomo (HTLV-1) [145].

Nelle arterie carotidee di topi, sottoposti ad angioplastica, il miR-21, -146, -214 e -352 sono
stati rilevati overespressi [146]. Il knockdown del miR-21 riduce la formazione delle lesione alla
neointima riducendo la proliferazione e promuovendo I’apoptosi delle cellule del muscolo liscio
vascolare [147]; quindi la loro upregolazione di questi miRNA puo giocare un ruolo importante
nella patogenesi di questa malattia [146].

In uno studio, ¢ stato trovato che il polimorfismo genetico nel gene miR-146a (rs2910164) ¢
associato con una diagnosi familiare di tumori della mammella/ovaio in eta giovanile. Gli autori
hanno ipotizzato che il collegamento tra questo SNP e la diagnosi del tumore alla
mammella/ovaio in giovane eta pu0 accadere attraveso la regolazione dell’espressione
dell’mRNA di BRCA1/2 [148]. Dal loro studio & stato osservato che queste varianti a carico del
pre-miR-146a causano un incremento nella produzione del miR-146a maturo [148]. Attraverso
saggi in vitro € stato osservato che il miR-146a puo direttamente legarsi al 3’UTR di BRCA1/2
e quindi regolare I’espressione dell’'mRNA di BRCA1/2. In particolare ¢ stato dimostrato che la
capacita del miR-146a di legarsi al 3’UTRdi BRCAL1 ¢ piu forte per la variante con ’allele C
rispetto a quelle dell’allege G; inoltre, la capacita di legame del miR-146a ¢ piu forte per
BRCAI1 rispetto a BRCA2, indipendentemente dall’allele comune o dalla variante [148].

Il Breat cancer metastasis suppressor 1 (BRMS1), proteina nucleare capace di regolare
differenzialmente 1’espressione di geni multipli e di guidare la soppressione di metastasi,
sembra upregolare in modo significativo il miR-146a da 6 a 60 volte nelle cellule metastatiche
MDA-MB-231 e MDA-MB-435, e il miR-146b di 40 volte nelle MDA-MB-435. La trasduzione
del miR-146a e miR-146b nelle MDA-MB-231 downregola I’espressione dell’ epidermal
growth factor receptor (EGFR), inibendo I'invasivita e la migrazione in vitro, e sopprimendo
sperimentalmente le metastasi polmonari dal 69% al 84% [149,150].

Il miR-146a sembra coinvolto nella carcinogenesi [132] e nella regolazione della risposta
immunitaria [131], controllando la differenziazione di Mk attraverso il targeting di CXCR4
[151]. Gli autori hanno anche dimostrato che miR-146a interagisce direttamente con due regioni
“seed” nel 3’UTR del’'mRNA di CXCR4, inibendo la sua traduzione; quindi 1’inibizione di
CXCR4 blocca la normale magacariopoiesi e la trombopoiesi, dimostrando che CXCR4 ha un

ruolo importante in questo processo [151].
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Recentemente & stato chiarito per la prima volta il coinvolgimento del miR-146a (e
probabilmente del miR-146b) nella progressione del tumore alla prostata [152]. La protein
kinasi attivata da Rho (ROCK1), uno dei predetti geni taget riconosciuti dal miR-146a, ¢
coinvolta nella trasformazione e nella metastatizzazione in vivo del tumore alla prostata ormone-
refrattario (HRPC) mediata dall’ acido ialuronico (HA) [153]. Cosi in presenza di una grande
quantita di acido ialuronico, il silenziamento di ROCK1 mediato dal miR-146a puo giocare un
ruolo importante nella soppressione della tumorigenicita mediate da HRPC, cosi come nella
proliferazione cellulare (antiapoptosi), nell’ invasione e nella meta statizzazione [152]. Quindi i
pathway del signaling di ROCK1 stimolati da HA, sono responsabili di pit del 70% delle
trasformazioni di HRPC in vivo e nelle cellule PC3 androgene-indipendente, causando una
elevata proliferazione cellulare del tumore androgeno indipendente, invasione e metastasi. La
perdita del miR-146 avviene nelle linee cellulari PC3 e LNCaP C4-2B in modo androgeno
indipendente, come accade in piu del 75% di carcinomi prostatici avanzati e metastatici in vivo.
Transfettando il miR-146a nelle cellule PC3 si restaura il silenziamento genico di ROCKI1
mediato dal miR-146a, causando una diminuizione della tumorigenicita HA/ROCK-dipendente,
in termini di marcata riduzione della proliferazione cellulare tumorale, invasione e adesione

[152].

(35]



1.INTRODUZIONE

1.12 MiR-149 e il suo ruolo clinico

Il miR-149 umano ¢ localizzato sul cromosoma 2q37.3, attualmente ¢ conosciuta solo una forma
(fig 23).
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Figura 23a: miR-149: localizzazione Cromosomica
b: pre-miR-149: in rosa le sequenze mature evidenziato in rosso lo SNP rs2292832

In un lavoro sono stati rilevati alti livelli di 4 miRNA placentali nel plasma materno, tra questi il
miR-141, miR-149, miR-299-5p, e il miR-135b, rispetto ai livelli post-parto; concludendo che
questi miRNA sono associati alla gravidanza [154]. Alcuni miRNA possono contribuire a far
interagire il patogeno con la cellula ospite durante I’infezione da HIV-1; risulta infatti che il
miR-29a e miR-29b hanno come target il gene nef, miR-149 ha come target il gene vpr, il miR-
378 ha come target env, e miR-324-5p ha come target il gene vif. Gli autori hanno verificato che
questi 5 miRNA sono espressi nelle cellule-T, normale sito di infezione dell’HIV-1; in
particolare ¢ stato visto che alcuni miRNA possono avere un target cruciale per HIV-1, come il
gene nef , che ha un ruolo importante nel ritardare la progressione della malattia [155].
Valutando I’espressione di un pattern di microRNA nei carcinoma a cellule squamose (SCC)
della lingua, ¢ stato osservato che il miR-149 & downregolato, ma soprattutto che
I’overespressione del miR-184 puo avere un ruolo oncogenico nei processi di proliferazione e
antiapoptotici nel SCC della lingua; la rilevazione plasmatica del miR-184 ¢ associato con la
presenza del tumore primario [156].

Nei carcinomi a cellule renali a cellule chiare (ccRCC) rispetto al tessuto normale ¢ stato

analizzato I’espressione di 35 microRNA, e di questi, 26 erano downregolati, tra cui il miR-149,
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e 9 erano up-regolati. Gli autori hanno rilevato nuovi possibili marcatori per il ccRCC, ed hanno
mostrato che bassi livelli di espressione del miR-149 causano un’acquisizione della funzionalita
di due oncogeni, KCNMAI1 e LOX [157].

In un altro studio, ¢ stato dimostrato che le alterate espressioni di alcuni miRNA, tra cui il miR-
149*, sembrano essere coinvolte nell’ingresso del virus dell’epatite C (HCV), nella replicazione
e nella propagazione [158].

Nei granulociti di pazienti affetti da mielofibrosi primaria (PMF), sono stati riscontrati alcuni
miRNA, tra questi il miR-149 e il miR-150 sono downregolati rispetto ai granulociti di
controllo. Analizzando 3 possibili geni target per il miR-149 e il miR-150, in particolare ¢ stato
evidenziato che HMGAZ2, fattore trascrizionale appartenente al gruppo di proteine ad alta
mobilita, & overespresso in 2 pazienti con la traslocazione t(4;12) e t(5;12) [159] e nei pazienti
affetti da mielofibrosi primaria, anche in assenza di anomalie a livello del cromosoma 12 [160].
I risultati ottenuti dagli autori hanno rilevato che HMGA?2 ¢ uno dei geni pit differenzialmente
espressi tra PMF e le policitemie vere (PV), o le trombocitemie essenziali (ET); quindi I’alterata
espressione di questo gene target nei granulociti PMF, correla con i livelli di espressione dei

miRNA regolatori [161].
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1.13 MiR-196 e il suo ruolo clinico

Il miR-196 umano ¢ caratterizzato da due forme distinte: il miR-196a e il miR-196b. Il miR-
196a ha due sottoclassi: miR-196a-1 ¢ localizzato sul cromosoma 17q21.32 (fig 24) mentre il
miR-196a-2 ¢ localizzato nel cromosoma 12q13.13 (fig 25), entrambi hanno la stessa sequenza
del miRNA maturo, ma diversa localizzazione cromosomica (Fig.27). Il miR-196b ¢ invece

localizzato sul cromosoma 7p15.2 (fig 26a e b) e differisce dai miR-196a per 1 nucleotide (Fig

27¢).
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Figura 24a: miR-196a-1: localizzazione Cromosomica
b: pre-miR-196a-1: in rosa le sequenze mature
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Figura 25c: miR-196a-2: localizzazione Cromosomica
d: pre-miR-196a-2: in rosa le sequenze mature evidenziato in rosso lo SNP rs11614913
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Figura 27 Confronto fra le sequenze mature della famiglia dei miR-196: g) e h) Medesima sequenza tra il miR-196a-
1 e miR-196a-2; i) sequenza del miR-196b

I clusters dell’homeobox (HOX) sono gruppi di fattori trascrizionali genici cruciali per
numerosi processi di sviluppo [162]; nei mammiferi esistono 4 clusters HOX ( HOX A, B, C,
D) [162]. Da diversi lavori risulta evidente che i geni per il miR-196 mappano sui clusters dell’
homeobox (HOX) [163,164], in particolare, 1’accoppiamento tra il miR-196a e il 3’UTR di
HOXB8 ¢ perfetto; l'importanza di questa complementarieta & supportata dall’alta
conservazione di questo sito fra specie diverse. Dagli esperimenti eseguiti su embrioni di topo ¢

stato dimostrato che ’'mRNA di HOXBS ¢ il target del clivaggio da parte del miR-196a [165].
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I miR-196 inibisce I’espressione di HOXB8 aumentando la differenziazione mieloide nelle
cellule HL60. I loro risultati suggeriscono che I’espressione esogena del miR-196 reprime
I’espressione di HOXBS clivando il suo mRNA [166].

In uno studio sono stati introdotti diversi miRNA, tra cui il miR-196al, il miR-196a2 e il miR-
196b all’interno delle cellule tumorali metastatiche della mammella MDA-MB-231 tramite
lentivirus. Andando a valutare gli effetti sulla migrazione cellulare, step critico della
metastatizzazione, ¢ stato osservato che la forzata espressione del miR-196a1/2 o del miR-196b
blocca in vitro I'invasione tumorale e in vivo la spontanea metastatizzazione delle cellule
tumorali della mammella, dimostrando che i membri della famiglia del miR-196 sono potenti
soppressori delle metastasi, oltre ad inibire I’espressione del fattore di trascrizione HOXCS8. Gli
autori hanno rilevato che il rapporto del miR-196 con mRNA HOXCS puo essere un indicatore
delle capacita del tumore della mammella a metastatizzare [167].

Dal punto di vista dei miRNA e il loro ruolo nella regolazione della risposta immunitaria, ¢ stato
dimostrato che alcuni miRNA della cellula ospite possono giocare un ruolo nella difesa
antivirale: infatti I’interferone beta (IFN-B) e le citochine antivirali, sono indotti da numerosi
miRNA cellulari, come il miR-196, miR-296, miR-351, miR-431, miR-448, le cui sequenze
target si trovano all’interno del RNA genomico dell”’ HCV [168]. L’overespressione di questi
miRNA nelle cellule di fegato infettate, sostanzialmente attenua la replicazione virale
dimostrando I’'importanza dei miRNA nell’immunita anti-virale [168,169].

E’ noto che le traslocazioni cromosomiche, coinvolgendo il gene della Mixed Lineage
Leukemia (MLL), producono proteine chimeriche che causano alterazioni dell’espressione di un
certo numero di geni HOX e causano lo sviluppo della leucemia [170,171]. MLL normalmente
regola I’espressione del miR-196b, un miRNA ematopoietico localizzato all’interno del cluster
di HoxA ( tra i geni HOXA9 e HOXA10), durante la differenziazione delle cellule staminali
embrionali (ES) [172]. All’interno della linea ematopoietica, il miR-196b ¢ molto abbondante
nelle cellule staminali ematopoietiche a breve termine, mentre ¢ downregolato nelle cellule
ematopoietiche piu differenziate; ¢ stato anche dimostrato che la funzione del miR-196b &
necessaria per I’immortalizzazione fusione mediata di MLL [172]. Gli autori hanno osservato
una overespressione del miR-196b in pazienti affetti da leucemia associata a MLL;
I’overespressione del miR-196b nelle cellule progenitrici del midollo osseo causa un incremento
delle loro capacita proliferative e di sopravvivenza, cosi come un parziale blocco della
differenziazione. Quindi incrementando 1’espressione del miR-196b attraverso le proteine di
fusione MLL si pruomuove lo sviluppo della leucemia [172]. Infatti secondo un altro studio il
miR-196a regola determinati oncogeni durante la leucemogenesi [173].

Diversi lavori identificano il miR-196a come potenziale biomarker associato a diversi tipi di

tumori; infatti il miR-196a risulta essere alterato nel tumore della mammella[174], e puo essere
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correlato con la sopravvivenza di pazienti affetti da adenocarcinoma pancreatico [175].
Alterazioni genetiche di questo miRNA possono influenzare la quantita e la funzione del miR-
196a maturo; la variante T>C dello (SNP rs11614913) del miR-196a ¢ associata con la
sopravvivenza nei pazienti affetti da tumore del polmone [176,177] e incrementa il rischio di
tumore alla mammella [178].

Il polimorfismo rs11614913 a carico del miR-196a2 ¢ associato con una suscettibilita alle
caratteristiche clinicopatologiche in pazienti cinesi affetti da carcinoma epatocellulare (HCC)
correlato al virus dell’epatite B (HPV) [179]. Infatti il rischio di HCC ¢ stato trovato
significativamente piu alto in pazienti con il genotipo CC rispetto a quelli con il genotipo TT.
Inoltre ¢ stato osservato che I’allele T ¢ pitu frequente nei pazienti HCC maschi con metastasi
linfatiche [179].

Diversamente dagli studi visti precedentemente sul tumore del polmone e sul tumore della
mammella, il genotipo CC dello SNP rs11614913 a carico del miR-196a ¢ associato con una
diminuizione del rischio di glioma nella popolazione cinese; questa differenza puo dipendere
dalla diversita del tessuto di origine, dal tipo di tumore, dalla tumorigenesi e dal processo di

sviluppo [180].
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1.14 MiR-499 e il suo ruolo clinico

Il miR-499 umano ¢ localizzato sul cromosoma 20q11.22, ed attualmente siamo a conoscenza di

una sola forma (fig 28).
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Figura 28 a: miR-499: localizzazione Cromosomica
b: pre-miR-499: in rosa le sequenze mature evidenziato in rosso lo SNP
rs376444

Nelle cellule staminali mesenchimali umane (hMSCs) senescenti ¢ stata osservata una
upregolazione dell’espressione del miR-499 rispetto alle hMSC nei passaggi iniziali,
dimostrando che questo miRNA pud avere degli effetti sulla senescenza replicativa, facendo
perdere alle cellule la capacita di dividersi [181].

Il miR-499 sembra avere un ruolo importante nell’ambito vascolare, infatti dopo aver isolato le
cellule progenitrici di cardiomiociti (CMPC) fetali umani, e averli messi in coltura e
differenziati in cardiomiociti, il profilo di espressione dei miRNA ha mostrato una
upregolazione del miR-1 e miR-499 nelle cellule differenziate. La trasfezione transiente del
miR-1 e -499 nelle CMPC riduce I’indice di proliferazione dal 25% al 15% e aumenta la
differenziazione in cardiomiociti umani. Quindi i miR-1 e -499 regolano la proliferazione delle
CMPC e la loro differenziazione in cardiomiociti; modulando i livelli di espressione di questi 2
miRNA, la funzione delle CMPC umane possono essere alterate e differenziate [182].

Nel plasma di 14 pazienti affetti da sindrome coronaria acuta, 15 con insufficienza cardiaca
congestizia e 10 senza malattie cardiovascolari i livelli di espressione del miR-499 sono stati

rilevabiti in tutti gli individui con infarto miocardico acuto, ma sono sotto i limiti di rilevazione
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per tutti gli altri gruppi di pazienti; quindi il miR-499 pud essere un biomarker per rilevare gli
infarti miocardici acuti anche direttamente dal plasma, poiché il miR-499 ¢ espresso quasi
esclusivamente nel tessuto cardiaco [183].

Sono stati analizzati 1 livelli di espressione di diversi miRNA nel siero di pazienti affetti da
NSCLC con una lunga e breve sopravvivenza; infatti sembra che i livelli di 11 miRNA nei
pazienti con una lunga sopravvivenza erano di 5 volte maggiori rispetto a quelli con bassa
sopravvivenza, e in particolare i livelli di 4 miRNA, il miR-486, il miR-30d, il miR-1 e il miR-
499; quindi questi 4 miRNA rilevati nel siero possono servire come fattori predittivi, non

invasivi, associati alla sopravvivenza per i NSCLC [184].
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1.15 MiR-146a, miR-149, miR-196a2 e miR499

Diversi studi, hanno valutato come SNP o mutazioni possono alterare 1’espressione o la
maturazione di un miRNA. Molti lavori, su diversi tipi di malattie, ma soprattutto sul cancro
hanno valutato queste varianti genetiche a carico dei geni codificanti per 4 microRNA: il miR-
146a (rs2910164), il miR-149 (rs2292832), il miR-196a2 (rs11614913) e il miR-499 (rs376444)
per verificare I’eventuale correlazione con il rischio, con la diagnosi, con la stadiazioni, con la
prognosi e con la sopravvivenza.

In uno di quesi lavori gli autori hanno analizzato le varianti e la loro corrispettiva espressione
dei miR-146a, -149, -196a2 e -499 in una popolazione cinese affetta da malattia congenita del
cuore (CHD). Cio che risulta evidente da questo studio ¢ che lo SNP del miR-196a2,
rs11614913, con il genotipo CC ¢ associato con un significativo incremento del rischio di CHD.
Correlando il genotipo dello SNP del miR-196a2, rs11614913 con il fenotipo nei campioni di
tessuti cardiaci di CHD, ¢ stato osservato che il genotipo CC & associato con un significativo
incremento dell’espressione del miR-196a2 maturo; questo dimostra come la variante
rs11614913 a carico del miR-196a2 gioca un ruolo nella suscettibilita al CHD. Esperimenti in
vitro hanno rilevato che questo SNP ha degli effetti sul legame tra HOXBS e il miR-196° [185].
Recentemente Shen et al 2008, hanno riportato che gli SNP rs11614913 nel miR-196a2 e
rs376444 nel miR-499 sono stati associati con un incremento del rischio di tumore della
mammella, mentre lo SNP rs2910164 nel miR-146a ¢ stato correlato con I’eta di insorgenza del
tumore alla mammella [148]. Catucci et al 2010, hanno valutato gli SNP nei miR-146a, 196a2 e
-499 in pazienti tedeschi e italiani affetti da cancro della mammella familiare, confrontati con
pazienti di controllo italiani e tedeschi; ma, diversamente da quanto hanno riportato Shen et al, i
loro dati non confermano 1’associazione tra questi 3 SNP e il rischio di sviluppo del tumore alla
mammella, o con I’eta di insorgenza del tumore [186].

In un altro studio sul tumore delle mammella, sono state valutate le quattro varianti viste
precedentemente a carico dei pre-miR-146a, -149, -196a2 e -499 in una popolazione cinese.
Secondo 1 loro risultati, le varianti del miR-196a2 rs11614913: T>C e del miR-499 rs376444:
A>G sono state associate con un significativo incremento del rischio di tumore della mammalla
[177].

Il piu recente studio effettuato su questi 4 SNP a carico dei pre-miR-146a, -149, -196a2 e -499,
¢ stato eseguito in una popolazione cinese affetta da tumore del polmone. Da questo studio gli
autori hanno dimostrato che la variante CC del miR-196a2 rs11614913 ¢ associata con il 25% in
piu rischio di sviluppare un tumore al polmone rispetto al genotipo wild-type omozigote TT e
all’eterozigote TC, mentre gli altri SNP dei miR-146a, miR-149 e miR-499 non hanno mostrato

un effetto significativo sul rischio di insorgenza del tumore Questi risulatti suggeriscono che lo
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SNP del miR-196a2 puo contribuire alla predisposizione al tumore al polmone [178]. Lo SNP a
carico del miR-196a2 rs11614913 ¢ associato con una ridotta sopravvivenza nel NSCLC,
causato dall’alterazione dell’espressione del miR-196a maturo e dall’alterazione del legame con
mRNA target [176], mentre lo SNP a carico del miR-146a rs2910164 riduce 1’espressione del
miR 146a ed ha effetti anche sul legame del target [92].
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2. IL TUMORE DEL POLMONE

2.1 Epidemiologia del Tumore del Polmone

I polmoni sono due organi simmetrici, spugnosi, posti nel torace, la loro funzione & quella di
trasferire 1’ossigeno respirato al circolo sanguigno e depurarlo dall’anidride carbonica prodotta
dall’organismo.

Il tumore del polmone compromette questa funzione provocando una crescita incontrollata di
determinate cellule polmonari (quelle che costituiscono bronchi, bronchioli e alveoli) che
possono costituire una massa che ostruisce il corretto flusso dell'aria, oppure provocare
emorragie polmonari o bronchiali.

Il tumore del polmone ¢ una delle neoplasie maligne piu diffuse a livello mondiale ( il 12% di
tutti i tumori) e rappresenta la prima causa di morte nei Paesi industrializzati [187]. Nel 2009
negli Stati Uniti sono stati stimati 220000 nuovi casi di tumore del polmone e 159000 decessi a
causa di questo tipo di malattia; sembra che solo il 15% dei pazienti che sviluppano tumore al
polmone sopravvive a 5 anni [188,189].

Questa malattia da sola rappresenta il 20% di tutti i tumori maligni nelle persone di sesso
maschile; tuttavia in questi ultimi anni si sta registrando un progressivo aumento anche tra le

donne, e questo ¢ dovuto al fatto che le donne fumano sempre di piu [190,191].
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2.2 Eziologia del NSCLC

Il fumo prodotto dalla combustione di tabacco ¢ la prima causa di cancro al polmone. 1l rischio
di sviluppare un tumore aumenta in relazione: al numero di sigarette fumate (maggiore ¢ il
numero, pill sale il rischio); all’eta in cui si inizia a fumare (piu si ¢ giovani, piu rischi si
corrono); all’assenza di filtro nelle sigarette (i prodotti della combustione, come i catrami,
contribuiscono in modo rilevante alla patologia) [190,192]. Nei soggetti che smettono di fumare
il rischio si riduce nel corso dei 10-15 anni successivi, fino a eguagliare quello di chi non ha mai
fumato. Anche il fumo passivo aumenta il rischio di sviluppare il carcinoma polmonare [193].

Il fumo di sigaretta contiene numerose sostanze che agiscono direttamente (cio¢ con lesioni
immediate) o indirettamente (cioe¢ con lente modificazioni nel corso del tempo) a livello dei
bronchi. Per fare un esempio, sono cancerogeni diretti gli idrocarburi aromatici policiclici (cioe
i prodotti della combustione, tra cui il ben noto benzopirene) e le nitrosamine (derivati
dell'ammoniaca usati nella lavorazione delle sigarette); invece i fenoli e le aldeidi (contenuti per
esempio nella carta) si sono dimostrati fattori indiretti, cio¢ sono in grado, col tempo, di
promuovere la trasformazione delle cellule in senso tumorale [194].

Esistono poi altri cancerogeni chimici come l'amianto (asbesto), il radon, i metalli pesanti, il
catrame e gli oli minerali, che provocano il tumore del polmone soprattutto in quella parte di
popolazione che viene a contatto con queste sostanze per motivi di lavoro: si parla in questo
caso di esposizione professionale [194].

Infine non bisogna dimenticare alcune alterazioni genetiche coinvolte in questa malattia: le piu
importanti sono quelle che avvengono a carico del gene p53, KRAS, FHIT, ERB, MYC e BCL2
[193].

Si ritiene che il tumore al polmone abbia origine da una cellula staminale pluripotente capace di
esprimere diversi fenotipi. Nella normale istogenesi questa cellula staminale epiteliale ¢ in
grado di differenziare nei tipi cellulari che costituiscono 1’albero tracheobronchiale come le
cellule pseudostratificate, ciliate caliciformi colonnari, cellule neuroendocrine e i pneumociti di
tipo I e II che rivestono gli alveoli; le cellule che sono capaci di dividersi possono mostrare

cambiamenti iperplastici, metaplastici o neoplastici [195].

(48]



MICRORNA IN PAZIENTI AFFETTI DA

NSCLC 2.IL TUMORE DEL POLMONE

2.3 Tipologie del Tumore del Polmone

Secondo la classificazione della World Healt Organization (WHO), esistono due forme di

cancro al polmone: il cancro al polmone non a piccole cellule (NSCLC) che comprende circa

I’80% di tutti i carcinomi polmonari, mentre
polmone a piccole cellule (SCLC) [196,189].
Tra 1 NSCLC sono compresi:

- Carcinoma a cellule squamose
-Adenocarcinomi

-Carcinomi a cellule grandi

Il carcinoma a cellule squamose ha una
frequenza del 30% tra tutti i tumori al
polmone nel Nord America. Nella maggior
parte dei casi il carcinoma a cellule
squamose origina nella porzione segmentale
prossimale dei bronchi ed & associata a
metaplasia squamosa. Nelle forme precoci,
come nel carcinoma in situ, la
stratificazione dell’epitelio squamoso viene
sostituito da cellule squamose maligne

senza invadere la membrana basale.

il restante 18% ¢ rappresentato da cancro del

Bronchi

FADAM.

Figura 29 Rappresentazione schematica di un carcinoma a
cellule squamose con coinvolgimento dei bronchi

principali.

Grazie all’attitudine di queste cellule di

esfoliare, il carcinoma a cellule squamose puo essere rilevato attraverso la citologia anche in

uno stadio precoce; ¢ un tipo di tumore a crescita lenta e sembra siano richiesti dai 3 ai 4 anni

dallo sviluppo del carcinoma in situ a tumore clinicamente visibile (Fig.29 e Tab.5) [196].

Nel Nord America, I’adenocarcinoma ¢ il
tumore pill frequente e corrisponde al 40% di
tutti 1 casi di tumore del polmone; la maggior
parte di questi tumori hanno un origine
periferica, derivanti dalla superficie alveolare
dell’epitelio o dalle ghiandole mucosali
bronchiali (Fig.30) [196].

Istologicamente, questi tumori formano
ghiandole e producono mucina; sebbene

possono essere suddivisi microscopicamente

Squamous cell
carcinoma

Bronchi

Figura 30 Rappresentazione schematica di un adenocarcinoma
con coinvolgimento degli alveoli.

[49]
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in 4 tipi in base alla classificazione WHO, sembra che il carcinoma bronco alveolare sia una
distinta entita clinico-patologica, derivante dai pneumociti di tipo II. Questi tumori si presentano
in 3 modi diversi: noduli periferici solitari, malattia multifocale, o una forma pneumonica a
progressione rapida [196]. Il carcinoma a cellule grandi, & il meno comune tra tutti i tumori
NSCLC, si ritrova nel 15% di tutti i tumori al polmone. Secondo la classificazione WHO,
questo gruppo viene ulteriormente suddiviso in cellule giganti e cellule chiare. Questi tumori
appaiono essere scarsamente differenziati e sembrano avere una prognosi peggiore (Tab.5)

[196].

I tumori del polmone a piccole cellulle

(SCLC) hanno un sito di origine intramucosale

spesso difficile da identificare. Si pensa che : L,;:J{J

A .-\. B
derivino dalle cellule di Kulchitsky o da cellul PG A
erivino dalle cellule di Kulchitsky o da cellule U—"‘J'-’I ‘_1

neuroendocrine  basali.  Queste  cellule

Small cell

secernenti ormoni peptldICI sono  rare carcinoma

nell’adulto ma abbondanti nel polmone
fetale. I tumori a piccole cellule infiltrano

la sottomucosa negli stadi precoci della

malattia, mentre, la metaplasia Bronchi FADAM.
. N Figura 31 Rappresentazione schematica del cancro del
squamosa o la displasia ¢ presente nella polmone a piccole cellule con coinvolgimento dei

. . bronchioli.
mucosa bronchiale sovrastante (Fig.31).

Secondo la classificazione dell’organizzazione mondiale della sanita, SCLC si pud suddividere
in 3 sottogruppi:

- le cellule a chiacco d’avena,

- gli intermedi

- i combinati (SCLC combinati con il carcinoma squamoso o 1’adenocarcinoma) [197].

Le distinzioni istologiche tra tumori a piccole cellule e tumori non a piccole cellule & di grande
importanza clinica. I sottotipi intermedi del tumore a piccole cellule spesso possono essere
confusi sia con il carcinoma squamoso, sia con il tumore a cellule grandi, sia con gli
adenocarcinomi, a causa della scarsa differenziazione soprattutto nei siti metastatici. Nonostante
la loro localizzazione sottomucosale, i tumori a piccole cellule spesso hanno cellule maligne

esfoliate nei lavaggi citologici (Tab.5) [197].
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Carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC):
1. Carcinoma a cellule squamose (epidermoide)

2. Carcinoma a grandi cellule

« A cellule giganti

- A cellule chiare

3. Adenocarcinoma

Acinoso

Papillare

Bronchioalveolare

Mucosecernente

Carcinoma polmonare a piccole cellule o microcitoma (SCLC):
+ A chicco d'avena

. A cellule intermedie

. Combinato

Tabella 5 Classificazione WHO del cancro del polmone.
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2.4 Diagnosi e Stadiazione del Tumore al Polmone

La stadiazione del tumore al polmone avviene in accordo al sistema di stadiazione
internazionale TNM, approvato dall’American Joint Committee on Cancer (AJCC),
Union Internationale Contre Cancer (UICC). Il tumore primario ¢ suddiviso in 4
categorie dipendenti dalle dimensioni, dal sito e dal coinvolgimento locale (T1-4).

La diffusione linfonodale ¢ stata suddivisa in broncopolmonare (N1), mediastino
ipsilaterale (N2) , malattia controlaterale o sopraclavicolare (N3), e diffusione

metastatica assente o presente (M0 o M1) (Tab.6) [196].

Tumore

primitive (T)

X Presenza di cellule maligne nell'escreato o nel liquido di lavaggio bronchioalveolare;
tumore non evidenziato dalla radiografia del torace o dalla broncoscopia.

T0 Nessuna evidenza di tumore primitivo.

Tis Carcinoma in situ.

T1 Tumore < 3 cm circondato da parenchima polmonare o da pleura viscerale, senza segni di
invasione del bronco lobare prossimale alla broncoscopia.

T2 Tumore = 3 cm, interessamento del bronco principale almeno 2 cm distalmente alla carena
tracheale, invasione della pleura viscerale o associato ad atelectasia o polmonite ostruttiva
che si estende alla regione ilare, ma non interessa il polmone in toto.

T3 Tumore di qualsiasi dimensione con invasione della parete toracica (inclusi i tumori del
sulcus superiore), del diaframma, del mediastino, della pleura parietale o tumore del
bronco principale a meno di 2 cm distalmente alla carena, ma senza interessamento della
carena stessa o associato ad atelectasia o polmonite ostruttiva dell'intero polmone.

T4 Tumore di qualsiasi dimensione con invasione di organi mediastinici: cuore, grossi vasi,
esofago, trachea, corpi vertebrali, carena o presenza di versamento pleurico
citologicamente positivo.

Linfonodi

regionali (N)

NX | linfonodi regionali non possono essere definiti.
NO Assenza di interessamento dei linfonodi regionali.
N1 Interessamento dei linfonodi peribronchiali e/o ilari omolaterali, compresa I'estensione

diretta del tumore primitivo.

N2 Interessamento dei linfonodi mediastinici e/o ilari omolaterali efo sottocarenali.

N3 Interessamento dei linfonodi mediastinici e/o ilari controlaterali e/o linfonodi scalenici o
sovraclaveari omolaterali e controlaterali.

Metastasi a
distanza (M)

MX Assenza di requisiti minimi per definire la presenza di metastasi a distanza.
M0 Assenza di metastasi a distanza.
M1 Presenza di metastasi a distanza.

Tabella 6 Classificazione TNM del NSCLC.
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2.5 Alterazioni dei MicroRNA nel Tumore del Polmone

La variabilita tra le analisi istologiche e la prognosi nel tumore del polmone evidenzia la
necessita di metodi piu accurati per la classificazione dei tumori del polmone e la stratificazione
dei pazienti per le terapie citotossiche tradizionali. I miRNA stanno emergendo come potenziale
metodo per la classificazione dei tumori tessuto-specifici; studi preliminari indicano che i profili
dei miRNA possono distinguere istologicamente un tumore al polmone squamoso da uno non
squamoso [58] Recentemente & stato osservato che 1’espressione del miR-205 € un biomarker
altamente specifico per il carcinoma del polmone a cellule squamose [198,199]. Gli autori, dopo
successive caratterizzazioni dei profili di espressione dei miRNA hanno dimostrato che il miR-
205 distingue i carcinomi a cellule squamose dagli adenocarcinomi con un alto grado di

specificita (90%) e sensibilita (96%) [200].

Cancer Metastasis Rew (200107 29:1009-122 115

Experimentally validated miRMNAs in lung cancer

miRMNA Expression in lung cancer Function when expressed Validated targets

miR-21 Up Represses apoptosis FTEN [106], PDCDE [106], TEMIL [141]
Increases proliferation

miR-17-92 Up Induces angiogenesis FTEN [112], EZF1-3 [113], BIM [112]
Represses apoptosis

miR-221222 Up Represses apoptosis
Indwoes proliferation TIMP3 [142]
Restricts angiogencsis c-Kit [79], p27"" [52-54]

miR-34a< Diowm Induces ps I-dependent celhlar CDE4/6 [51, 143], Bal-2 [144], CCNEZ [51],
SIS TOSPONses EXF3 [145]

miR-2% Diowm Induces apoptosis DNMT3A-IB [39], Mcl-1 [44]
Decreases tumaorigenicity

let-T/imiR-9§ Diowm Decreases proliferation RAS [31], Myc [33] HGMAZ [107], FUS1 [59]
Decreases apoptosis

miR-15/16 Diowm Induces Rb-dependent cell cycle amest Bcl-2 [43] CCNDI [114, 117], CCND2 [114],

CCNEL [114], WNT3A [117]

miR-128h Diowm Reduces BEGFR-mediated proliferation EGFR [24]

miR-20042%9  Down Increases E-cadherin expression FEBI/ZEB2 [24-49H]
Represses EMT, roduces metastasis

miR-197 Diowm Decreases proliferation FLIS1 [59]

miR-93 Daoam Decreases proliferaton FLIS1 [59]

miR-126 Diowm Reduces invasion, migration, and adhesion  CRE [100], VEGF-A [T5]

Decreases ang io gencsis

Tabella 7 miRNA e rispettivi target validati nel tumore del polmone

Poiche sono state dimostrate variazioni cancro-specifiche per diversi tipi di tumore [201], il
profilo di espressione dei microRNA puo essere accuratamente usato per identificare il tessuto
di origine sia del tumore primario, sia dei tumori metastatici [202]. Diversamente da quanto
visto da studi di espressione genica, il grado di variazione dell’espressione dei miRNA & molto
piu piccolo, suggerendo che questi piccoli cambiamenti di espressione possono avere un effetto
significativo sul fenotipo delle cellule, risultato dell’abilita dei microRNA di influenzare

simultaneamente 1’espressione di centinaia geni [203].
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Nel tumore del polmone sono stati identificati 43 miRNA con un espressione differente tra il
tessuto tumorale e il tessuto normale; tra i miRNA overespressi nel tumore al polmone ci sono:
miR-21, -191, -210, -155, -205, -17-3p, -214, -212, 106a, -192, -197, -146, -203, e -150; tra i
miRNA downregolati sono stati identificati il miR-126%, -143, -224, -126, -30a-5p, -149, -198, -
145, -95, -218, -124a, -27b, -32, -29b-2, -220, -33, -101-1, -125a, e -124a-3 [58,199]. In
particolare ¢ stato osservato che 1’espressione dei miR-15a e -21 ¢ downregolata sia nel
carcinoma a cellule squamose che nell’adenocarcinoma del polmone [204]. Confrontando
I’espressione di diversi miRNA nel tessuto tumorale rispetto al tessuto normale in 28 casi
pazienti non fumatori affetti da tumore del polmone ¢ stata trovata una upregolazione dei miR-
21, -141, -210, -200b e -346; mentre 1 miR-126%, -126, -30a, -30d, -486, -129, -451, -521, -128,
-30b, -30c, -516a e -520 [205,199].

In un altro studio, esaminando I’espressione dei miRNA in 33 campioni di tumore e
corrispettivo sano ¢ stato osservato che I’espressione di tutti i membri della famiglia del miR-
let-7, ad eccezione del miR-let-7e e miR-222 e -155, sono downregolati; mentre i cluster dei
miR-17-92, -221, -7e e -98 risultano upregolati [206]. Esaminando I’espressione dei miRNA in
tessuti di carcinoma a cellule squamose, gli autori hanno trovato upregolati i miR-210, -200c, -
17-5p, -20a, -203, -200a, -106b, -93, -182, -83, -106a, -20b e -224, e downregolati i miR-let-7e
e -200a (Tab.7) [207,199].
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2.6 Prognosi del Tumore del Polmone e MicroRNA

Diversi studi hanno dimostrato 1’abilita di predire, attraverso il profilo di espressione dei
microRNA, I’esito di pazienti affetti da tumore del polmone dopo resezione chirurgica. Nello
studio sull’espressione di miRNA nei tessuti di carcinoma a cellule squamose, la ridotta
espressione del miR-146b & stata associata con una ridotta sopravvivenza successiva
all’intervento chirurgico del tumore con un’accuratezza del 78% e un rapporto di rischio (hazard
ratio, HR) di 5.9; per il miR-155, il rischio associato all’espressione ¢ di 2.3 [207,199]; in un
altro studio sul polmone, 1’associazione dei livelli del miR-155 con la riduzione della
sopravvivenza & stata determinata con un rischio di 3.0 [58,199].

Dall’espettorato di pazienti affetti da adenocarcinoma polmonare, sono stati identificati 5
miRNA predittivi per la sopravvivenza con un HR di 2.8 (miR-let7a e miR-221, -137, -372 e -
182%), i livelli del miR-let-7a-2 sono stati trovati essere prognostici [208,199],

anche se il valore prognostico ottenuto dall’espressionedi let-7 non ¢ stato precedentemente

osservato nello studio di Takamizawa (2004) [209,199].

Micro RMAIn lung cancer
P-¥ Lin et al

Lowﬁe(—?c@.l,l’osl operative survival (Takamizawa et al, 2004)

E-RAS jet-7 c- complementary site SNP
ATN SCLC risk in smokers (Chin et al, 2008)

Stratified by histlogy
— let-7a)
-Disease-free survival (Yu et al, 2008)

S

e
PositivemiR-205
(Lebanony et al, 2009)
\_

_[ miRNA signature- Post op erative recurrence (Patnaik et al, 2010)

miRNA signature (miR-137, miR-372, miR-182% miR-221, miR- ]
“

_[ Serum miRNA signature (miR-486, miR-30d, miR-1, miR-499)

( TIRNA ignature (A2, -Overall survival (Hu et al, 2010)

let-Te, miR-34c-3p, miR-
191, miR-34er)
\  (Landiet al, 2010)

J

Low miBN A signature (miR-25, let-7e, )
miR-34c-5p, miR-191, miR-34 )
-Poor overall survival
(Landiet al, 2010) y,

High miR-146b ormiR-155
(Raponi et al, 2009)

Pending miPN A markers
for adenocarcinoma

High mif-155 and Low let-7 cclevel
-Poor overall survival
Yanaihara et al, 2006

Figura 32 Stratificazione del tumore al polmone basato sui livelli dei miRNA

In un altro studio sono stati analizzati 77 casi di pazienti affetti da NSCLC di stadio I e hanno
visto che il pattern di espressione dei miRNA poteva prognosticare la ricomparsa della malattia

successivamente all’intervento chirurgico con un’accuratezza del 83% con associato un HR di

[55]
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9.0 [210,199]. Secondo il lavoro eseguito su 205 casi di NSCLC, la riduzione dell’espressione
dei miR-let-7e, -34a, -34c-5p, -25 e -191 & un fattore prognostico di ridotta sopravvivenza tra i
fumatori maschi affetti da carcinoma a cellule squamose di stadio I-IITA, con HR che varia da
0.3 a 0.5 per singolo microRNA [211,199].

Analizzando i polmoni di ratti che avevano vissuto in un ambiente con fumo di sigaretta
(environmental cigarette smoke, ECS) & stato osservato che diversi miRNA sono coinvolti
nell’attivazione dei pathway di NF-kB e tra quelli oggetto di studio, il miR-30a, pre-miR-146,
miR-132 e miR-155, sono tutti down regolati [212]. Gli autori hanno dimostrato che
I’esposizione ad ECS causa ’attiavzione di NF-kB e la traslocazione nucleare, dovuto all’
incremento del rilascio di inibitori del NF-kB per le subunita o, B, y[213] . Poiché NFkB ha un
ruolo importante nell’infiammazione, ed ¢ tipicamente associato all’esposizione ad ECS,
probabilmente la downregolazione nel polmone di questi miRNA contribuisce ai processi
infiammatori [212]. La downregolazione indotta da ECS di diversi miRNA appare collegata
anche all’induzione della proliferazione cellulare; infatti, alcuni geni codificanti per varie
cicline, kinasi cicline-dipendenti, proteinasi della divisione cellulare, sono target diretti di questi
miRNA [213]. Ad esempio, la proteina ciclina F, il cui mRNA ¢& un diretto target per let-7, ha
livelli piu alti dopo 1’esposizione con ECS [199,214]. Altri miRNA downregolati da ECS sono
associati con I’attivazione di geni oncosoppressori, per esempio il miR-34 viene transattivato
direttamente da P53 e la sua espressione induce I’arresto del ciclo cellulare [215]. Diversi studi
dimostrano una downregolazione di molti miRNA, coinvolti nel silenziare 1attivita
angiogenica, indotta da ECS, come nel caso di miR-123, miR-222 e miR-34 [215,216, 217];
mentre la downregolazione indotta da ECS su let-7, miR-10a e miR-145 promuove
I’angiogenesi [212]. Tra i miRNA piu fortemente downregolati da ECS ci sono i pre-miR-125a
e miR-125b; il miR-125 gioca un ruolo importante nella carcinogenesi del tumore del polmone,
ha come target il proto-oncogene ERBB2 che codifica per il recettore dell’EGF, altamente
espresso negli adenocarcinomi [218]. I geni dei miR-125 sono localizzati nel cromosoma
11923-g24 e 21ql 1.1, regioni frequentemente delete nel tumore del polmone [60,199]; Tuttavia,
risulta che il gene del miR-125a ¢ affetto da uno SNP (G/U) all’8 nucleotide; questo SNP blocca
il processamento del pri-miRNA a pre-miRNA, rendendolo altamente suscettibile agli agenti
genotossici, come ECS, causando la downregolazione di questo miRNA [90].

Infine, la perdita di eterozigosita del miR-128b, presente nel 55% dei casi NSCLC, ¢ stata
correlata con un miglioramento della risposta clinica e della sopravvivenza successiva al

trattamento con gefitinib. (Fig.32) [199,219].

[56]



MICRORNA IN PAZIENTI AFFETTI DA NSCLC 2. 1L TUMORE DEL POLMONE

2.7 Polimorfismi e MicroRNA nel NSCLC

Un emergente paradigma ¢ il ruolo dei polimorfismi di microRNA e mRNA nell’influenzare la
stabilita e l'interazione tra i miRNA con i loro mRNA target. Polimorfismi o mutazioni
all’interno dei geni possono alterare la loro suscettibilita di regolazione attraverso i miRNA, e
questo puo permettere alla cellula tumorale di eludere la normale regolazione dei miRNA [51].
In uno studio eseguito su pazienti cinesi affetti da NSCL, ¢ stata osservata un’ associazione tra
un particolare polimorfismo CC nel miR-196a-2 nel tumore con un odds ratio di di di 1.3 [178].
In un altro lavoro sul tumore al polmone, ¢ stato evidenziato che il genotipo CC incrementa i
livelli del miR-196a maturo ma non del pre-miR-196a, suggerendo che le varianti di sequenza
hanno effetti sul processamento dei miRNA post-trascrizionalmente [176].

Studiando le varianti di sequenza a carico dei 10 siti di legame del miR-let7 nel 3’UTR del gene
di KRAS in 54 casi di NSCLC sono state trovate nel 20% dei casi di tumori del polmone rispetto
al 6% della popolazione di controllo, suggerendo un rischio di 1.4-2.3. In vitro queste varianti
alleliche di KRAS inducono un aumento dell’espressione proteica di KRAS nelle cellule

tumorali di polmone A549 [220].
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3. OBIETTIVO DELLO STUDIO

I microRNA (miRNA), agiscono come repressori trascrizionali endogeni di geni codificanti per
proteine, legandosi ai loro target a livello della regione 3° UTR degli mRNA. Un solo miRNA
puo regolare centinaia di target differenti, in sedi e tempi diversi. Poiché variazioni anche di un
singolo nucleotide a carico della sequenza target possono alterare il meccanismo di regolazione
genica operato dai miRNA, gli SNP, che rappresentano le varianti geniche pit comuni, sono i
candidati ideali per variazioni funzionali di grande interesse in ambito biomedico. Tuttavia,
disponiamo ancora di poche informazioni riguardo a questo argomento.

Recenti studi suggeriscono che gli SNP a carico della sequenza del pre-miRNA siano
relativamente infrequenti. Solamente il 10% dei pre-miRNA umani & interessato da
polimorfismi, e meno dell’1% dei miRNA mostra la presenza di SNP a livello della regione
seed. La frequenza degli SNP localizzati a livello di questa regione, nella popolazione, non &
ancora disponibile; comunque ¢ probabile che abbiano una bassa frequenza e quindi una scarsa
importanza a livello genetico nella popolazione.

Le alterazioni che si verificano in altre zone del pre-miRNA, come a livello dello stelo o della
regione loop, potrebbero essere soggette a una minore pressione selettiva, ipotesi coerente con i
dati che registrano una maggiore frequenza di questi SNP nella popolazione.

Recentemente sono stati identificati in alcuni tumori umani polimorfismi di sequenza a carico di
miRNA. L’interpretazione di queste varianti di sequenza possono essere messe in relazione a
alterati livelli di espressione del miRNA stesso o a possibili correlati clinici, incluso la
valutazione del loro impatto prognostico. L’obiettivo del nostro studio ¢ stato appunto quello di
valutare il ruolo di 4 varianti polimorfe a carico di altrettante sequenze codificanti per miRNA:
hsa-miR- 146, hsa-miR149, hsa-miR-499 e hsa-miR-196a?2.

Lo studio del genotipo ¢ stato condotto su un gruppo di 98 pazienti affetti da NSCLC e su un
gruppo di 129 soggetti sani di controllo comparabili per sesso ed eta.

Il primo aspetto da chiarire ¢ collegato all’esatta distribuzione dei diversi genotipi nelle nostre
due casistiche, perché per alcuni di questi SNP non & ancora stata depositata la distribuzione
delle varianti alleliche nella popolazione caucasica. La classificazione dei pazienti sulla base del
loro genotipo ci doveva poi permettere la valutazione in vivo del rapporto eventualmente
esistente tra variante polimorfa ed espressione del miRNA stesso.

Dopo questa parte di studio che potremmo definire di valutazione clinica di base, il nostro
progetto ha mirato a valutare se 1’espressione dei 4 miRNA potesse trovare delle associazioni

statistiche con le caratteristiche clinico - patologiche dei pazienti stessi.
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L’ultimo aspetto preso in esame ¢ stato quello del valore prognostico dei dati emersi dal nostro
studio. A tal fine abbiamo valutato la diversa sopravvivenza nelle diverse classi di pazienti
caratterizzati dal presentare i diversi genotipi. Allo stesso modo abbiamo verificato anche la

penetranza dell’espressione dei 4 miRNA come indicatori prognostici nel NSCLC.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 Campioni di Tessuto

Per questo studio sono stati reclutati 98 pazienti in etd compresa tra i 37 e gli 82 anni, che sono
stati sottoposti a resezione chirurgica per il carcinoma del polmone non a piccole cellule
(NSCLC). Da tutti i pazienti ¢ stato ottenuto il consenso informato. Oltre al tessuto tumorale
prelevato durante la biopsia, ¢ stato prelevato anche un campione di tessuto apparentemente non
affetto dal tumore, che ¢ stato recuperato da ogni paziente e usato come tessuto sano di
controllo. I tessuti sani di controllo sono stati prelevati a 3-5 cm dal tumore nella lobectomia ed
a 5-7 cm nella pneumonectomia. Campioni di tessuto analoghi sono stati processati per gli
esami istologici di routine.

I campioni di tessuto, sono poi stati congelati rapidamente e conservati in azoto liquido fino al
momento delle analisi. I campioni sono poi stati utilizzati per I’estrazione di DNA e e
microRNA.

Per entrambe le estrazione ¢ stato necessario utilizzare il TissueLyser (Qiagen, Milano, Italia)
con l'ausilio delle Stainless Stell Beads 5Smm (Qiagen, Milano, Italia), per ottenere la
disgregazione dei tessuti.

Per eseguire I’estrazione di DNA ¢ stato utilizzato BIOROBOT EZ1 (Qiagen, Milano, Italia),
con I’ausilio del DNA Tissue kit (Qiagen, Milano, Italia), secondo le indicazioni del protocollo.
Per I’estrazione dei microRNA, abbiamo utilizzato il mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion,
Austin, TX, USA), seguendo le indicazioni del protocollo.

Le concentrazioni di miRNA e DNA sono state determinate tramite 1’ utilizzo di Nanodrop® ND-
1000 Spectrophotometer. Le caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti sono state stabilite
in accordo con la classificazione WHO [221] e il sistema di stadiazione TNM [222] e sono

riportate in tabella 8.
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Numero
Eta Range: 37-82
Media: 67,2
Mediana: 68
Sesso
Maschi: 84
Femmine: 14
Fumatori:
Si 45
Ex 53
Grado differenziativo:
Basso 20
Medio 69
Alto 9
T:
1 21
2 67
3 10
N:
N- 52
N+ 46
S:
I 46
11 19
I-1v 33
Istologia:
Adenocarcinoma 39
Squamoso 46
Adenosquamoso 13

Tabella 8 Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti oggetto di studio
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4.2 Campioni di Sangue

Abbiamo raccolto anche un campione di sangue da 129 soggetti senza alcuna evidenza di
malattia, confrontati per sesso e per eta con i pazienti affetti da NSCLC. Il DNA ¢ stato estratto
dalle cellule nucleate con il QIAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen). Da tutti i volontari

avevamo ottenuto il consenso informato.

4.3 Genotipizzazione dei Campioni Mediante High Resolution
Melting Analysis (HRMA)

L’HRM ¢ una metodica che permette di analizzare mutazioni basandosi sulla denaturazione del
DNA, quindi sulla transizione DNAds (doppio filamento) — DNAss (singolo filamento), che si
ottiene sottoponendo il campione ad una temperatura crescente. Il profilo di dissociazione che
ne scaturisce puo essere analizzato con una sensibilita elevata grazie all’utilizzo di uno specifico
segnale di fluorescenza, ottenuto attaverso I’emissione di un intercalante.

Mentre la formazione della doppia elica ¢ favorita da interazioni idrofobiche derivanti
dall’impacchettamento delle basi e dalla formazione di legami ad idrogeno tra le coppie di basi
complementari, la denaturazione del DNA ¢ invece favorita dalla repulsione elettrostatica dei
fosfati che si trovano sullo scheletro esterno dei filamenti, dall’aumento dell’entropia
conformazionale indotta dalla dissociazione della doppia elica e dalla formazione di legami a
idrogeno con I’acqua presente nell’ambiente circostante.

Anche se la conformazione a doppio filamento di DNA risulta relativamente stabile in
condizioni fisiologiche, la denaturazione ¢ un processo che avviene comunemente in vivo come
ad esempio durante il processo di duplicazione, in cui la reazione di separazione dei filamenti,
catalizzata dall’enzima elicasi, porta alla formazione di regioni dette “origini di replicazione”.
Un altro fattore capace di portare alla denaturazione del DNA ¢& la temperatura in quanto
Ientropia dello stato denaturato (random coil) & maggiore rispetto all’entropia dello stato a
doppio filamento; in questo modo I’energia termica sposta I’equilibrio della reazione di
dissociazione verso la formazione dello stato denaturato, come accade nel caso dell’ HRM.
L’High Resolution Melt ¢ un’applicazione della PCR (Polymerase Chain Reaction) per cui,
prima di eseguire la denaturazione, la sequenza target deve essere amplificata. Nella miscela di
reazione si aggiunge un intercalante fluorescente del DNAds. Gli intercalanti di ultima
generazione (SYTO®9, LC Green®, EvaGreen™) hanno il vantaggio, rispetto ai precedenti (ad
esempio SYBR® Green I) di avere una bassa “tossicita” per la reazione di amplificazione e

possono essere quindi utilizzati in concentrazioni saturanti. Questo aspetto garantisce che il
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DNA venga saturato riducendo cosi il rischio di un nuovo riposizionamento dell’intercalante
nelle regioni non denaturate, questo fenomeno di ridistribuzione della fluorescenza potrebbe
infatti nascondere piccole differenze di comportamento denaturativo. L’intercalante non
interagisce con il DNA a singolo filamento, ma si intercala attivamente nel DNA a doppio
filamento, emettendo fluorescenza in questo stadio.

In un tipico plot di analisi di melt la fluorescenza inizialmente & alta perché il campione alla fine
della reazione di amplificazione & costituito dal solo amplicone di DNA a doppio filamento;
appena la temperatura aumenta la fluorescenza diminuisce perché il DNA inizia a denaturarsi.
L’HRM puo quindi essere utilizzata per discriminare una piccola porzione di una variante del
DNA in un pool di sequenza wild-type, con una sensibilita di approccio pari al 5%; ed & quindi
utilizzabile anche per lo studio delle mutazioni somatiche. L’amplicone mutato avra quindi un

comportamento dissociativo differente rispetto all’amplicone wild-type.
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Figura 33 in un plot HRM le mutazioni in omozigosi determinano uno spostamento lungo 1’asse della temperatura
rispetto alla sequenza wild-type. Le mutazioni in eterozigosi si evidenziano grazie a un cambiamento nella forma
della curva legato alla precoce dissociazione dell’eteroduplex.

Se la mutazione ¢ una transizione (sostituzione di una adenina o timina con una guanina o
citosina e viceversa), il comportamento dissociativo differente sara determinato anche dal
differente contenuto in GC e lo spostamento della curva di melting sara maggiore di 0,5°C.

Nell’analisi di SNP le varianti alleliche in omozigosi sono caratterizzate in HRM da uno
spostamento lungo 1’asse della temperatura. Quando invece le varianti sono in eterozigosi si ha
un cambiamento nella forma della curva di melt, che risulta dall’appaiamento degli eteroduplex

(filamenti wild-type con i filamenti mutati) (Fig 33-34).
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Homoduplex
melting curves

Heteroduplex
melting curves

Heterozygote
melting curve

Sequence variation

Two heteroduplexes Two homoduplexes

MNormalized fluorescence

Temperature

Figura 34 rappresentazione schematica delle curve di dissociazione che si possono ottenere in un' analisi HRM

La curva di melting delle varianti in eterozigosi ¢ quindi data dalle componenti omoduplex ed
eteroduplex e proprio a causa di quest’ultima componente che si dissocia prima perché meno
stabile, essa ha uno spostamento tipico verso sinistra, ad una temperatura piu bassa rispetto alla
curva dell’amplicone omozigote mutato.

La presenza dell’eteroduplex si puo confermare con il profilo di melting, in cui si evidenzia un

secondo picco di melting, rispetto al campione wild-type (Fig.35).

Omozigote

‘ Eterozigote

Figura 35: tipico profilo di melting in cui si evidenzia il doppio picco caratteristico dell’eteroduplex.
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Quindi i campioni sono stati sottoposti ad un’analisi di HRM per determinare il genotipo a
livello degli SNP nei quattro geni codificanti per i miRNA oggetto del nostro studio. Pertanto,
sono stati analizzati i seguenti polimorfismi:

hsa-miR-146a (1529101164 C>G)

hsa-miR-149 (rs2292832 T>C)

hsa-miR-196a2 (rs11614913 C>T)

» hsa-miR-499 (rs3746444 G>A)

vV V V

La reazione di amplificazione dei campioni ¢ stata eseguita a partire da 100 ng di DNA estratto
dai tessuti in un volume finale di 25 pl, secondo il seguente protocollo:

e Buffer 1x— (Applied Biosystems, Monza, Italia)

e MgCl, 1,5 mM- (Applied Biosystems)

e dNTPs 800 uM

¢ Primer forward 300 nM

e  Primer reverse 300 nM

e SYTO9 Dye 1,5 uM — (Invitrogen, Carlsbad, CA)

e Taq Gold Polymerase 1U — (Applied Biosystems)

Per la PCR ¢ stato utilizzato il Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems), con denaturazione
iniziale a 95°C per 10 minuti, seguita da 35 cicli della durata di 30 secondi a 95°C, annealing di
30 secondi alla temperatura specifica per i primer di ogni gene diverso (vedi tabella 9), poi fase

di estensione a 72°C per 20 minuti.

Primers HRIV Temperatire
Annealing
miRMNA | Forward GGGTCTTTGCACCATCTOTG 57°C
146
Reverse TCCAGTCTTCCAAGCTCTTOA
miRMA | Forward | COGCTOTTAAGACTTGCAG TR So°C
409 Reverse CACCCOTTCCCCACAAAD
miRMA | Forward | TCCTCCAGATAGATGCAAAGC 60°C
106
Reverse | GAGGOTAGHAGTCCGAGAGH
miRMA | Forward GTGTCTTCACTCCCGTGCTT S5°C
149

Reverse ACCTCTCACACCCCCTCAC

Tabella 9 sequenze dei primer utilizzati per 1’analisi HRM e loro temperature di annealing.
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Per il profilo di melting per 'HRMA, ¢ stato utilizzato il RotorGene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia).

L’ analisi HRM ¢ stata effettuata secondo le seguenti condizioni:

| Haold 1 | 05 = | 5 rrimnai
| Haold 2 | 40 °C | 1 it o
Denaturazi one T =870 mlF.-144

gl =00 °C  mik.-400
80 = 090°C  iR-196
88 =080 mikR- 149

Fising Dregree 0,05 °C muF-14a
0,1°C mik-499
0,1 °C rmk-196
0,1 °C muk-149

Tabella 10 condizioni utilizzate nell’analisi HRM

I primer per ’HRMA sono stati selezionati utilizzando il software Primer 3.

[223] e attraverso Primer-Blast [224].
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Figura 36 esempi dei plot prodotti dal’HRMA degli SNP dei 4 miRNA oggetto di studio: a. miR-146a (rs29101164
C>G), per questo SNP non si riusciva a discriminare 1’allele C dall’allele G, cosi, per ogni campione omozigote &
stata eseguita un’altra PCR 1in cui il campione ignoto ¢ stato diluito 1:1 con uno standard CC, dall’ HRMA si ottiene
un profilo CG per quelli il cui genotipo di partenza era GG, mentre quelli con il profilo invariato hanno un genotipo
CC; b. miR-149 (152292832 T>C); c. miR-196a2 (rs11614913 C>T); d. miR-499 (13746444 G>A)
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4.4 Sequenziamento

I risultati ottenuti tramite HRMA sono stati confermati mediante sequenziamento, effettuato per

tutti i campioni. Dopo I’analisi HRMA 1 campioni sono stati purificati tramite il PCR

Purification Kit (Qiagen). Successivamente gli ampliconi HRMA purificati sono stati sottoposti

al protocollo di sequenziamento ciclico con 2ul di BigDye Terminator Ready Reaction Mix

(Applied Biosystems), 2ul di Sequencing Buffer e gli stessi primer utilizzati per ’THRMA ma in

concentrazione 0,8 uM in un volume finale di 10 ul. Dopo la purificazione con DyeEx 2.0 Spin

Kit (Qiagen), sono stati analizzati utilizzando il sequenziatore ABI Prism 310 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems) (Fig.37).

miRNA 146
C>G

60 70
GTOT CAG ACCT CTGAAATT CAC

cC
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1 1] 70
OTOT CAGACCTOT GAAATTCAG
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miRNA 499
A-> G
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Figura 37 Elettroferogramma dei 3 genotipi dei 4 miRNA studiati
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4.5 Real-Time RT-PCR (Reverse Transcription and Real-
Time Polymerase Chain Reaction)

I miRNA, estratti dai campioni di pazienti affetti da NSCLC, sono stati sottoposti ad un
protocollo di trascrizione inversa (RT), seguita da una real-time PCR quantitativa per valutare il
livello di espressione dei miRNA del nostro studio. Per fare questo sono stati utilizzati primer
specifici per la retrotrascizione e Tagman assay per la real-time PCR (TagMan MiRNA Assay,

Applied Biosystems)

miR-146 (ID 000468)
miR-149 (ID 000472)
miR-196 (ID 000495)
miR-499 (ID 001045)

YV V V V

Inoltre per la retrotrascrizione sono stati utilizzati i reagenti del Tagman® MiRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems); mentre per la real-time PCR ¢ stata utilizzata la

Tagman 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).

4.5.1 RT-PCR

L’RT ¢ stata eseguita a partire da 10 ng di miRNA in un volume finale di 15ul, secondo il
seguente protocollo:

e RT Buffer 1X

e dNTPs100uM

e RNase Inhibitor 3,8 U/ul

e MgCl, Solution 5,5 mM

® RT Primer 1X

e  Multi Scribe reverse Transcriptase 50U
I campioni prima di essere inseriti nel termociclatore devono essere tenuti in ghiaccio per 5
minuti.
I protocollo per RT prevedono il primo step di 30 minuti a 16°C, il secondo step di 30 minuti a
42°C e il terzo step per 5 minuti a 85°C.
I miRNA, essendo piccoli RNA di circa 20-22nt necessitano di particolari primer per la
retrotrascrizione, questi presentano un loop in modo tale da appaiarsi alla breve sequenza del

miRNA corrispondente e far avvenire la reazione (Fig.38).
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Step 1 =RT

Extension of primer on miRMNA

- 3 Looped
miRMA - RT primer

Synthesis of first cDMNA strand

Figura 38 trascrizione inversa dei miRNA.

4.5.2 Real-Time PCR

La Real Time ¢ stata eseguita a partire da 5 ng di cDNA in un volume finale di 20 pl. I cDNA
sono stati amplificati utilizzando il TagMan MicroRNA Assay insieme con TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) secondo il seguente protocollo:

e TagMan® Universal Master Mix 2X (10 ul)

e Real Time Primer 20X (1 pul)

I primer dotati di loop utilizzati nella fase di trascrizione inversa hanno determinato la sintesi di

un cDNA caratterizzato dalla presenza di una porzione aggiuntiva, che migliora la specificita

della reazione (Fig.39).
Step 2 = Real-Time PCR
Extension of primesr on cDMNA
%, Forward primer
=y 5
Cycle #1
Synthesis of second cDMNA strand
5
SN ar
_3‘1 5’
[ PCR amplification of cDMNA
Cycle #2 Forward primer
i
L= 5
5 3

e —

Reverse primer

Figura 39 : fase di amplificazione in Real Time PCR dei cDNA.
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La specificita della fase di amplificazione ¢ determinata anche dall’utilizzo di una sonda

marcata FAM ™ dye nella porzione 5° terminale.

Nel nostro studio la Real-Time PCR ¢ stata effettuata utilizzando lo strumento ABI PRISM

7700 Sequence Detector (Applied Biosystems).

4.5.3 Quantificazione dei MiRNA

N

La quantificazione dei miRNA ¢ stata ottenuta mediante una quantificazione relativa,
rapportando la quantita del gene di ogni campione rispetto ad un gene di riferimento
housekeeping. Nel nostro caso abbiamo utilizzato il miR-U6B, come riportato in letteratura
[176], verso il quale abbiamo normalizzato i dati relativi all’espressione di ciascun gene miRNA

tramite I’applicazione della formula DA 225].

4.6 Analisi Statistica

Per I’analisi statistica dei dati ¢ stato utilizzato il programma SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago,
Illinois).
Per determinare le frequenze genotipiche in base al principio di Hardy-Weinberg, abbiamo

utilizzato il programma HW Calculator.
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4.6.1 Legge di Hardy-Weinberg

Secondo la legge di Hardy-Weinberg, una popolazione all' equilibrio ¢ un’entita astratta, non
soggetta a evoluzione. Per comprendere quali forze inducono 1’evoluzione nelle popolazioni
naturali ¢ necessario esaminare le caratteristiche di una popolazione non soggetta a evoluzione.

Nel 1908 G. H. Hardy e W. Weinberg definirono "popolazione in equilibrio” una popolazione
allinterno della quale né le frequenze alleliche né la distribuzione dei genotipi mutano col
succedersi delle diverse generazioni. Non modificandosi le frequenze degli alleli, non si

avrebbe, pertanto, evoluzione.

Una popolazione resta in equilibrio solo se in essa si verificano alcune condizioni restrittive:

» non devono verificarsi mutazioni;

» non deve verificarsi un flusso di geni tra popolazioni, cio¢ non deve esserci una
migrazione netta di alleli verso l7interno della popolazione (immigrazione) o verso
I"esterno (emigrazione);

» la popolazione deve essere ampia (teoricamente infinita);

» non si deve verificare selezione naturale, vale a dire tutti i genotipi devono possedere le
stesse capacita adattative e riproduttive.

Soddisfatte queste condizioni, le frequenze alleliche entro una popolazione rimarranno costanti
per un periodo di tempo indefinito. Tale equilibrio € espresso dalla seguente equazione: p + q =
ldacui(p+q =p+2pq+q=1

In questa equazione la lettera p indica la frequenza di un allele e la lettera q indica la frequenza
dell“altro allele; p pit q deve sempre essere uguale a 1 (cioe il 100% degli alleli di quel
particolare gene nel pool genico). L espressione p indica la frequenza di individui omozigoti per
un allele, q la frequenza di individui omozigoti per 17altro allele e 2pq la frequenza degli
eterozigoti.

Il venir meno di una o piu di queste condizioni determina un cambiamento delle frequenze
alleliche, cioe un’evoluzione. Pochissime popolazioni naturali sono in perfetto equilibrio. Per la
legge di Hardy-Weinberg, cinque sono i fattori principali che governano i mutamenti evolutivi a
carico di una certa popolazione:

1. Selezione naturale;

2. Mutazioni, che forniscono il materiale grezzo per il cambiamento, ma le frequenze di
mutazione sono generalmente cosi basse che, di per sé, le mutazioni non determinano la

direzione del cambiamento evolutivo;
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3. Flusso genico, cioe il movimento di alleli verso 1“interno o verso 1’esterno del pool genico,
puo introdurre nuovi alleli o alterare la proporzione degli gia presenti. Ha spesso 1'effetto di
controbilanciare la selezione naturale;

4. Deriva genica, ¢ il fenomeno per cui certi alleli aumentano o diminuiscono di frequenza e,
talvolta, anche scompaiono, come risultato di eventi casuali. Esempio di deriva genica ¢ il
fenomeno detto "collo di bottiglia";

5. Accoppiamento non casuale, che provoca cambiamenti nelle proporzioni dei genotipi, ma pud

anche non influire sulle frequenze alleliche [226].
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S RISULTATI

5.1 Distribuzione dei Genotipi nei Tessuti NSCLC e nei
Corrispettivi Tessuti Sani

Recentemente Jazdzewski K et al, hanno dimostrato che in circa 1l 6% dei carcinomi della
tiroide, lo SNP a carico del miR-146a poteva subire delle mutazioni somatiche [92]. Quindi il
nostro primo obbiettivo ¢ stato quello di testare se la trasformazione nei NSCLC poteva indurre
selettive modificazioni alle varianti alleliche dei quattro miRNA studiati in questo studio. Per
questo motivo il DNA ¢ stato estratto da tutti tessti NSCLC e il corrispettivo sano per analizzare
la loro distribuzione del genotipo. Cid che abbiamo osservato ¢ che in tutti i campioni il
genotipo del tessuto sano del miRNA corrispondeva esattamente con quello trovato nel tessuto
tumorale. Questa scoperta sembra escludere che nei NSCLC, la trasformazione cellulare possa

determinare modificazioni nella sequenza dei quattro miRNA.
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5.2 Frequenza Allelica e Distribuzione dei Genotipi nei
Pazienti con NSCLC e Controlli

La frequenza dei 4 SNP ¢ stata testata in 98 pazienti affetti da NSCLC e confrontati con 129
soggetti di controllo, assortiti per sesso e eta. La distribuzione del miR-149, miR-196a2 e miR-

499 non ha rilevato alcuna differenza tra i casi e i controlli (Tab. 11).

SNP Genotipo NSCLC Controlli OR 95% CI P
(%) (%)

miR-146a GG 43 (43.8) 73 (56.6) 1.00

(rs2910164 C-G) CG 47 (47.9) 45(34.9) 1.77 1.02-3.09 0.042
CC 8 (8.2) 11 (8.5) 1.23 0.46-3.31 0.674
[G] vs [C] 0.149

miR-149 cC 43 (43.9) 65 (50.4) 1.00

(rs2292832 C-T) TC 40 (40.8) 53 (41.1) 0.77 0.43-1.36 0.359
TT 15 (15.3) 11 (8.5) 1.20 0.50-2.92 0.679
[C] vs [T] 0.103

miR-196a2 CC 34 (34.7) 58 (45.0) 1.00

(rs11614913 C-T) CT 53 (54.1) 61 (47.2) 1.48 0.85-2.60 0.108
TT 11 (11.2) 10 (7.8) 1.88 0.72-4.88 0.192
[C] vs [T] 0.126

miR-499 AA 52 (53.1) 70 (54.2) 1.00

(rs3746444 G-A) AG 40 (40.8) 48 (37.2) 1.15 0.66-2.01 0.613
GG 6 (6.1) 11 (8.6) 0.72 0.25-2.08 0.548
[A] vs [G] 0.914

Tabella 11 Frequenze alleliche e genotipice dei miRNA in pazienti con NSCLC (n=98) e nei soggetti di controllo

(n=129)
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Invece I’analisi del miR-146a ha mostrato una significativa differenza nella distribuzione del
genotipo tra casi e controlli. In particolare, la frequenza del CG ¢ significativamente piu alta nei
pazienti affetti da NSCLC (47.9%) rispetto ai controlli (34.9%) (CG vs GG: OR =1.77, 95% CI
1.02-3.09, p=0.042). La distribuzione del genotipo dei quattro miRNA tra pazienti con NSCLC

e i controlli sani ¢ stata trovata all’equilibrio, secondo la legge di Hardy-Weinberg.

5.3 Espressione dei MiRNA nei Tessuti NSCLC e nel
Corrispettivo Tessuto Sano

Successivamente abbiamo determinato i livelli di espressione dei quattro miRNA nei tessuti
NSCLC e nel corrispondete tessuto sano. I nostri risultati hanno evidenziato che i miR-146a,
miR-196a2 e il miR-149 sono costantemente espressi in tutte le coppie di tessuti. Invece, i livelli
del miR-499 sono stati trovati molto bassi e sono stati rilevati in 68/98 NSCLC, ma solo in 10
coppie di tessuti.

L’espressione relativa del miR-146a (media+SE) & stata confrontata tra i tessuti NSCLC
((17694482) e nel corrispettivo tessuto sano (1548+274). Per il miR-149 ¢ stato impossibile
dimostrare delle differenze tra gli NSCLC (47£22) e il corrispondente tessuto sano (22.3+5.4).
Per il miR-499, a causa del numero limitato di campioni non tumorali rilevabili, il confronto tra
le coppie di NSCLC (2.3£1.0) e il tessuto sano (23.9+£11.9) ha un valore statistico limitato.
L’espressione del miR-196a2 ha un incremento significativo (p<0.001) tra i NSCLC (33.7+8.9)

rispetto al corrispettivo tessuto sano (1.9+0.5) (tab.12)

miR-146a miR-149 miR-196a2 miR-499x1000
NSCLC 1769+ 482 47+ 22 33.7+ 8.9 2.3%1.0
Controlli 1548+ 274 22.3+5.4 1.96+ 0.5 23.9+ 11.9
p 0.672 0.225 <0.001 0.123

Tabella 12 Espressione dei miRNA nei tessuti NSCLC e nei corrispettivi tessuti sani
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5.4 Espressione e Genotipo dei MiRNA nei Tessuti Sani

Successivamente abbiamo analizzato la possibile reazione tra il genotipo dei miRNA e la loro
espressione. Le prime analisi di quantificazione sono state eseguite sui campioni di tessuto sano
recuperato durante la biposia all’interno di aree non tumorali; abbiamo ipotizzato che, anche se
questi campioni non possono considerarsi un vero tessuto sano, essi rappresentano i campioni
che meglio identificano 1’espressione fisiologica nel polmone. Solo nel caso del miR-146a
abbiamo trovato una significativa differenza tra la media dell’espressione e i genotipi, visto che
I’espressione nel gruppo GG ¢ significativamente piu alta rispetto al CG (p<0.05). Per il miR-
149 non abbiamo trovato nessuna connessione tra il genotipo e 1’espressione, mentre il miR-
196a2 tendeva ad avere la massima espressione nei pazienti CC se confrontati con i pazienti TT,
senza pero raggiungere la significativita. Nel caso del miR-499, I’analisi ¢ stata possible solo
nei 10 pazienti in cui la sua espressione ¢ stata rilevata, ma nessuna indicazione ¢ stata

deducibile. (Fig.40).
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Figura 40 Espressione dei miRNA nel tessuto sano del polmone suddiviso in base al genotipo
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5.5 Espressione e Genotipo dei MiRNA nei Tessuti NSCLC

Successivamente nei 98 NSCLC ¢ stata confrontata 1’espressione di ogni miRNA rispetto al
suo genotipo; abbiamo quindi confrontato i risultati ottenuti con quelli dei rispettivi tessuti sani.
L’analisi dei risultati sembra indicare che nei tessuti tumorali solo il miR-196a2 mantiene un
profilo di espressione confrontabile con il tessuto sano di polmone; cosi abbiamo confermato
una significativa associazione tra il genotipo CC e un’alta espressione, mentre il genotipo TT ha
evidenziato una pil bassa espressione confrontata con il CT (p=0.005) e con il CC (p<0.01)
(fig 41). Una differenza statisticamente significativa ¢ stata dimostrata anche tra CC e CT
(p=0.027). Per gli altri tre miRNA abbiamo rilevato evidenti discrepanze nel loro profilo di
espressione tra il tessuto patologico e quello sano. Nel caso del miR-146a, il genotipo CG
sembra associato ad una alta espressione del rispettivo miRNA. Per il miR-149 la massima
espressione ¢ associata con il genotipo CC. Ancora una volta dobbiamo considerare il limitato
valore del confronto dei risultati per il miR-499 dovuto al limitato numero di campioni sani

confrontabili (Fig. 41).
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Figura 41 Espressione dei miRNA nei NSCLC suddivisi i base al rispettivo genotipo
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5.6 Espressione dei MiRNA nei NSCLC e Caratteristiche
Cliniche

Come mostrato nella tabella 13, non abbiamo trovato aluna relazione tra I’espressione di un
singolo miRNA e le caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti affetti da NSCLC. La sola
eccezione ¢ rappresentata dall’associazione tra I’incremento di espressione del miR-499 e 1’alto

grado del tumore.

miR-146a miR-499 miR-196a2 miR-149
Sesso
Maschi (n=84) 2105+ 615.9 10.6+ 5.2 38.9+11.2 64.5+32.5
Femmine (n=14) 3053+1734 2.6+0.8 32.5+17.0 31.9+16.8
n.s. n.s. n.s. n.s.
Eta
<55 (n=12) 2237+1240 44.9+37.6 93.9+46.0 42.7+23.2
>55 (n=86) 1810+359 4.7+1.2 33+£11.0 64.5+33.9
n.s. n.s. n.s. n.s.
Fumatori
Si(n=45) 2295+1050 4.6+2.8 61.5+£23.2 78.9+£63.5
Ex (n=53) 27141874 15.4+8.8 30.2+10.2 51.6+29.1
n.s. n.s. n.s. n.s.
Grado
Basso(n=20) 2150+978 3.6+1.4 42.2+25.4 97.8+72.8
Medio (n=69) 17261643 4.7+1.4 30.3+13.3 62.4+40.2
Alto (n=9) 594914537 57.6+52.6 48.4+18.7 41.2+38.2
n.s. p=0.008 n.s. n.s.
T
1 (n=21) 3306+1932 5.2+3.3 11.9+5.5 22.8+10.5
2 (n=67) 1442+398 4.3+0.9 43.0+15.1 85.0+44.6
3 (n=10) 351842801 1.3+0.6 20.5+11.6 22.9+16.1
n.s. n.s. n.s. n.s.
N
N- ( n=52) 2492+896 3.3+0.7 44.9+18.0 71.6+£50.5
N+ ( n=46) 1458+537 5.8+2.2 21.5+8.9 61.1+34.5
n.s. n.s. n.s. n.s.
S
1 (n=46) 2168+880 3.5+0.8 48.5+20.6 81.0+57.9
2 (n=19) 2248+1.35 3.0+1.1 40.4+18.8 82.59+72.7
3-4 (n=33) 1725+769 7.2+3.5 10.1+3.8 35.8+12.0
n.s. n.s. n.s. n.s.
Istologia
Adenocarcinomi (n=39) 1871+650 21.0+13.1 43.2+23.5 96.5+78.7
Squamosi (n=46) 3220+1290 3.1+1.1 43.3+14.6 63.2+36.5
Adenosquamosi (n=13) 736+366 1.5+£0.9 4.7+2.4 7.3£3.1
n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabella 13 Espressione dei miRNA e le caratteristiche cliniche in 98 pazienti affetti da NSCLC
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5.7 Genotipi e Sopravvivenza

Le curve di Kaplan-Meier, non mostrano nessuna associazione statistica tra i miR-146a, miR-
196a2, miR-499 e la sopravvivenza dei pazienti. Invece abbiamo osservato che unendo i
pazienti NSCLC con il genotipo CC con quelli TC del miR-149 si ¢ ottenuto un incremento

significativo della sopravvivenza rispetto ai pazienti TT (p<0.05) (Fig 42).
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Figura 42 Kaplan-Meier, analisi della sopravvivenza nei 98 pazienti con NSCLC con il genotipo TT vs il genotipo
TC e CC.

5.8 Significato Prognostico dell’Espressione dei MiRNA

Abbiamo ripetuto 1’analisi di Kaplan-Meier dopo aver stratificato i pazienti secondo un cut-off
corrispondente alla mediana dei livelli di espressione di ogni miRNA nei NSCLC. L’analisi di
sopravvivenza & stata ottenuta confrontando pazienti con alto grado di espressione (> valore
della mediana) versus pazienti con bassa espressione (<valore della mediana). Secondo questa
suddivisione, non abbiamo trovato significative relazioni tra le espressioni dei quattro miRNA e

un esito sfavorevole e un tempo di sopravvivenza minore.

(80]



MICRO RNA IN PAZIENTI AFFETTI DA NSCLC 6. CONCLUSIONI

6. CONCLUSIONI

Nel presente studio abbiamo valutato la distribuzione del genotipo e I’espressione del miR-
196a2 (rs11614913 C-T) cosi come quella del miR-146a (rs2910164 C-G) miR-149 (rs2292832
C-T) e miR-499 (rs3746444 G-A) in 98 pazienti affetti da NSCLC. Il nostro studio si &
focalizzato sulla valutazione del loro profilo di espressione tra le coppie di tessuto tumorale e
corrispettivo sano, per valutare meglio come il genotipo e la trasformazione cellulare possano
influenzare 1’espressione dei miRNA. I nostri risultati, basati sull’analisi simultanea delle
coppie di tessuto, tendono ad escludere che gli SNP in questi miRNA possano essere mutazioni
somatiche acquisite durante la trasformazione neoplastica, in contrasto con quanto recentemente
dimostrato per il miR-146a nel carcinoma papillare della tiroide.

Nell’analisi caso-controllo della distribuzione del genotipo del miR-149, miR-196a2 e miR-499
non ¢ stata trovata nessuna associazione con I’incremento del rischio di incidenza del NSCLC.
Invece, il miR-146a ha rivelato una significativa differenza nella distribuzione del genotipo,
essendo CG il genotipo significativamente associato a NSCLC (p=0.042 and 1.77 OR). Nel
tessuto di polmone sano, I’espressione del miR-146a ¢ apparentemente connessa al suo
genotipo, essendo significativamente pil alta nei pazienti GG (p<0.05) rispetto ai CG e CC. Al
contario, il profilo di espressione dello stesso miRNA nelle coppie di NSCLC ha mostrato una
tendenza con la massima espressione nel genotipo CG (circa 6 volte maggiore della media),
connesso con un maggior rischio di NSCLC. Apparentemente questa tendenza a sviluppare
NSCLC ¢ fortemente connessa all’ incremento di una correlata espressione dei miRNA, ma
limitata allo specifico genotipo CG. Per quanto riguarda il significato prognostico del miR-
146a, non abbiamo rilevato una correlazione ne con la sopravvivenza dei pazienti ne con il
genotipo specifico. Anche nel caso del miR-149 (rs2292832 C-T) la coppia di tessuti tumorale e
sano hanno mostrato una differente tendenza di espressione in base al loro genotipo. Nei tessuti
normali, ’espressione dei miRNA non sembra influenzata dal rispettivo genotipo. In
corrispondenza dei campioni NSCLC, il genotipo CC sembra associato ad un incremento
dell’espressione dei miRNA ( circa 6 volte di piu rispetto alla media); in questo caso la
presenza di alti livelli dell’espressione del miR-149 sembrano avere un effetto protettivo, come
dimostrato dal significativo miglioramento dellla sopravvivenza nei gruppi CC o CT rispetto ai
pazienti TT (p<0.05). Per i due miRNA rimanenti, il livello di espressione ¢ simile tra i tessuti
sani e i tessuti tumorali. In particolare per il miR196a2 la massima espressione ¢ associata al
genotipo CC e quello minino al TT. Quindi la significativa upregolazione dell’espressione del
miR-196a2 nei NSCLC rispetto ai corrispettivi tessuti sani (p<0.001), riportata anche in altri tipi
di tumori [174,175], appare indipendente dal genotipo dei nostri pazienti affetti da NSCLC.

Secondo i nostri risultati, altri meccanismi indipendenti dal genotipo sono responsabili
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dell’alterazione del miR-196a2 rilevati nei NSCLC cosi come in altri tipi di cancro, come
I’amplificazione genica, alterazioni dei fattori trascrizionali, meccanismi epigenetici (ad
esempio la metilazione del DNA) [227].

Infine il significato clinico del miR-499 nei NSCLC appare limitato; non abbiamo trovato
alcuna rilevante associazione tra il genotipo e 1’espressione ne nel tessuto sano ne nei tessuti
tumorali, con una piu alta espressione rilevabile nei pazienti portatori del genotipo AA. Nessuna
associazione ¢ stata dimostrata con la sopravvivenza dei pazienti. Tuttavia abbiamo trovato un’
associazione tra ’incremento dell’espressione e tumori di alto grado solo per il miR-499. In
conclusione i nostri risultati sembrano dimostrare che, nei nostri pazienti, il genotipo CG del
mir-146a ¢ connesso ad un incremento del rischio per NSCLC, presumibilmente attraverso
I’associazione con I’incremento dell’espressione dei miRNA. Il genotipo CC del miR-149
sembra rappresentare un fattore predittivo di una migliore prognosi, associato ad un’espressione
incrementata del miRNA in questo gruppo di pazienti affetti da NSCLC. Infine, abbiamo
confermato che il miR-196a2 ¢ upregolato nei pazienti NSCLC ma, almeno nei nostri pazienti,

in maniera indipendente dal genotipo.
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7. TUMORE DEL COLON-RETTO (CRC)

7.1 Epidemiologia del CRC

L'intestino e l'organo deputato
all'assorbimento delle sostanze nutritive
che  provengono  dall'alimentazione.
E un tubo della lunghezza di circa 7 metri

(ma puo variare dai 4 ai 10 metri o anche

Descending
colon

pit) suddiviso in intestino tenue, o

piccolo intestino (a sua volta ripartito in Ascending

duodeno, digiuno e ileo) e intestino crasso colon

o grosso intestino. Quest'ultima parte ¢

formata dal colon destro o ascendente

(con l'appendice), dal colon trasverso, dal
colon sinistro o discendente, dal sigma e dal
Figura 43: Rappresentazione del colon e del retto
retto (Fig.43).
1l tumore del colon-retto ¢ dovuto alla proliferazione incontrollata delle cellule della mucosa che
riveste questo organo. C'¢ anche chi distingue tra tumore del colon vero e proprio e tumore del
retto, ovvero dell'ultimo tratto dell'intestino, in quanto possono manifestarsi con modalita e
frequenze diverse.
Nei Paesi occidentali il cancro del colon-retto rappresenta il terzo tumore maligno per incidenza
e mortalitd, dopo quello della mammella nella donna e quello del polmone nell'uvomo [228].
Ogni anno negli Stati Uniti, sono diagnosticati 160000 casi di tumore del colon-retto e 57000

pazienti muiono per questa malattia, principalmente a causa di metastasi al fegato e ai polmoni

(Fig.44) [229,230].

Figura 44 Incidenza (A) e mortalita (B) mondiale del cancro al colon-retto nella popolazione maschile.
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La malattia, abbastanza rara prima dei 40 anni, & sempre piu frequente a partire dai 60 anni,
raggiunge il picco massimo verso gli 80 anni e colpisce in egual misura uomini e donne. Negli
ultimi anni si € assistito a un aumento del numero di tumori del colon, ritenuto una diretta
conseguenza indotta dai cambiamenti nella dieta, dallo stile di vita, soprattutto dall’assunzione
di alcool e dall’inattivita fisica [231,232]. Il 70% dei pazienti si presenta alla diagnosi con
malattia chirurgicamente aggredibile e il 30% con metastasi. Tra i pazienti sottoposti ad
asportazione chirurgica, il 25% presentera un ripresa di malattia dopo un tempo variabile.
Nonostante i progressi ottenuti dalla ricerca per 1’identificazione di nuovi strumenti prognosti e
predittivi per il CRC, le decisioni sui trattamenti si basano ancora quasi esclusivamente sullo
stadio del tumore, tramite valutazioni radiologiche e/o patologiche. Questo causa un fallimento
non solo nell’identificazioni di pazienti ad alto rischio e basso, ma anche nella
somministrazione di trattamenti insufficienti o non necessari [230]. Questo mette il luce la

necessita di nuovi strumenti di screening e biomarker diagnostici, cosi come nuovi trattamenti

antitumorali [233].
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7.2 Eziologia del CRC

Molte sono le cause che concorrono a determinare la malattia: tra queste ci sono alcune legate
allo stile di vita, altre alla dieta e all' alimentazione, altre genetiche e altre di tipo non ereditario
[233,234].

Fattori nutrizionali: molti studi dimostrano che una dieta ad alto contenuto calorico, cio€ ricca

di grassi animali e povera di fibre, e ad alto contenuto di bevande alcoliche, ¢ associata a un
aumento dei tumori intestinali; viceversa, diete ricche di fibre (cio¢ caratterizzate da un alto
consumo di frutta e vegetali) sembrano avere un ruolo protettivo[233,234].

Fattori genetici: ¢ possibile ereditare il rischio di ammalarsi di tumore del colon-retto se nella

famiglia d'origine si sono manifestate alcune malattie che predispongono alla formazione di
tumori intestinali. Tra queste sono da segnalare le poliposi adenomatose ereditarie (tra cui la
poliposi adenomatosi familiare o FAP, la sindrome di Gardner e quella di Turcot) e quella che
viene chiamata carcinosi ereditaria del colon-retto su base non poliposica (detta anche HNPCC
o sindrome di Lynch). Si tratta di malattie trasmesse da genitori portatori di specifiche
alterazioni genetiche, che possono presentarsi senza alcun sintomo. La probabilita di trasmettere
alla prole il gene alterato ¢ del 50%, indipendentemente dal sesso [233,234].

Fattori non ereditari: ¢ importante 1'eta (I'incidenza & 10 volte superiore tra le persone di eta

compresa tra i 60 e i 64 anni rispetto a coloro che hanno 40-44 anni), le malattie infiammatorie
croniche intestinali (tra le quali la rettocolite ulcerosa e il morbo di Crohn), il fumo da sigaretta,
il sesso maschile, il diabete mellito, 1’obesita e una storia clinica passata di polipi al colon o di
un pregresso tumore del colon-retto. Polipi e carcinomi che non rientrano tra le sindromi
ereditarie illustrate sopra vengono definiti "sporadici”, sebbene anche in questo caso sembra vi
sia una certa predisposizione familiare. Si stima che il rischio di sviluppare un tumore del colon
aumenti di 2 o 3 volte nei parenti di primo grado di una persona affetta da cancro o da polipi del

grosso intestino [233,234].
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7.3 Tipologie del CRC

La maggior parte dei tumori del colon-retto deriva dalla trasformazione in senso maligno di
polipi, ovvero di piccole escrescenze, di per sé benigne, dovute alla proliferazione delle cellule
della mucosa intestinale. Il polipo puo essere definito, in base alle sue caratteristiche, sessile
(cioe con la base piatta) o peduncolato (ovvero attaccato alla parete intestinale mediante un

piccolo gambo). Non tutti i polipi sono a rischio di malignita (Fig.45).

Figura 45: Polipo

Ve ne sono infatti tre diversi tipi:

- i polipi iperplastici (caratterizzati da una mucosa a rapida proliferazione);

-1 polipi amartomatosi (detti anche polipi giovanili e polipi di Peutz-Jeghers);

- 1 polipi adenomatosi.

Solo i polipi adenomatosi costituiscono lesioni precancerose e di essi solo una piccola
percentuale si trasforma in neoplasia maligna.

La probabilita che un polipo del colon si evolva verso una forma invasiva di cancro dipende
dalla dimensione del polipo stesso: ¢ minima (inferiore al 2%) per dimensioni inferiori a 1,5 cm,
intermedia (2-10%) per dimensioni di 1,5-2,5 cm e significativa (10%) per dimensioni maggiori

di 2,5 cm.

Una volta trasformatasi in tessuto canceroso, la mucosa intestinale pud presentarsi con
caratteristiche diverse a seconda dell'aspetto visibile al microscopio, e di conseguenza prendere
un nome diverso:

- adenocarcinoma;

- adenocarcinoma mucinoso;

- adenocarcinoma a cellule ad anello con castone (piu raro).
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Inoltre tutti i cancri del colon-retto possono avere un aspetto a polipo, a nodulo oppure
manifestarsi con ulcere della mucosa [234]. Le modalita di intervento per il CRC possono
variare in base all’estensione del tumore e alla sua localizzazione. Fra le pill comuni c¢i sono
innanzitutto 1’asportazione endoscopica di polipi benigni o anche di polipi con un’iniziale
trasformazione maligna superficiale. Il passaggio successivo & l’intervento chirurgico, che
prevede la resezione totale del tessuto neoplastico, indicato soprattutto per il trattamento delle
forme localizzate

nei pazienti privi di metastasi; sono

spesso utilizzate come terapia antitumorale la chemioterapia e la radioterapia.
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7.4 Diagnosi e Stadiazione del CRC

La diagnosi del tumore del
colon-retto si avvale dell'esame
clinico, che consiste nella
palpazione dell'addome alla
ricerca di eventuali masse a

livello dell'intestino, del fegato e

dei linfonodi, e nell'esplorazione
rettale.

In aggiunta alla clinica esistono

poi diverse indagini strumentali

che permettono di diagnosticare Figura 46 Evoluzione del tumore CRC, da polipo a carcinoma

il tumore e, in seguito, di eseguirne la stadiazione, ovvero di valutarne la gravita; tra quelli pil
specifici c¢’¢ la colonscopia. Tra i molti sistemi proposti per la stadiazione dei tumori del colon-
retto, c’¢ quello di Duke ideato nel 1932 (Tab. 14), modificato circa 20 anni dopo da Astler e
Coller (Tab.15 e Fig 46).

STADIO 1 Neoplasia confinata entro la parete intestinale.
STADIO 2 Neoplasia che si stende oltre la parete intestinale.
STADIO 3 Neoplasia con metastasi linfonodali.

STADIO 4 Metastasi a distanza.

Tabella 14 Classificazione di Duke
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STADIO A Neoplasia confinata entro la parete intestinale.
STADIO B1 Neoplasia che invade la muscolare propria ma non si estende
oltre.

STADIO B2 Neoplasia che si estende oltre la muscolare propria.

STADIO C1 Come B1 ma con metastasi linfonodali.

STADIO C2 Come B2 ma con metastasi linfonodali.

STADIO D Metastasi a distanza.

Tabella 15 Classificazione di Astler e Coller

Lo stadio iniziale della malattia ¢ il pitl importante fattore predittivo della sopravvivenza che
risulta essere, a 5 anni, nell’85-90% per i1 pazienti in stadio A di Dukes e di circa il 60% per
quelli in stadio B; tale sopravvivenza si riduce ulteriormente ad un valore del 40% in caso di
coinvolgimento linfonodale ed & inferiore al 5% in caso di metastasi a distanza. Dopo
I’asportazione chirurgica radicale, la sopravvivenza globale a 5 anni varia dal 55% al 75%,
mentre dopo la resezione chirurgica presuntivamente curativa per metastasi epatiche o

polmonari, & del 25-30% [234].

Contrariamente agli altri tipi di cancro, per i quali esiste una classificazione pressoché univoca,
per il tumore del colon-retto esistono diverse forme di classificazione; la pill usata resta
comunque quella che si riferisce al sistema TNM (dove T sta per la dimensione del tumore, N

per il numero di linfonodi coinvolti e M per le metastasi) (Tab. 16).
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Estensione dei tumore primitivo (T)

TA non definilile il tumore primitivo

TO non segni del lumore grimitivo

Tiz in gitu, intraepiteliale o invazione della lamina propria

T1 invade la sctiomucosa

T2 invades la muscolare propria

T3 invade la =sotiosierosza, | tessuti pericolici non rivestiti da pertoneo o i tessuti perirettali
T4 invade altri organi o perfora il viscere

Linfonodi regionali (M)

MX non definiti

MO assenza di metaztasi nel linfonodi regionali

Ml mstastasi in 1-3 linfonodi pericolici

M2 metastasi in pid di 4 linfonodi pericolici

MNOTA: la coretta stadiszions patologica dellinvasions linfonodale (M) richiede I'asporiazions di almeno
12 linfonodi.

Metastazi a distanza (M)
M non accertabili

MO non metastasi

M1 metastasi a distanza

Tabella 16 Classificazione TNM
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7.5 Meccanismi Molecolari del CRC

Il comportamento clinico del CRC deriva dalle diverse interazioni molecolari che cambiano la
sua suscettibilita, alterando fattori che possono indurre lo sviluppo del tumore, guidare la sua
progressione e determinare la risposta o la resistenza ai farmaci antitumorali. Tra questi c’¢
Iinstabilita genomica, I’inattivazione mutazionale di geni oncosoppressori e 1’attivazione di

oncogeni (Fig. 47) [ 235].

Environmental influences
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7.5.1 Instabilita Genomica

N

I pit comune tipo di instabilita genomica nel tumore del colon-retto ¢ Pinstabilita
cromosomica, che causa numerosi cambiamenti nel numero di copie e nella struttura dei
cromosomi. L’instabilita cromosomica ¢ un meccanismo sufficiente per causare la perdita de
una copia wild-type di un gene oncosoppressore, come APC, P53, e i membri della famiglia
SMAD 4 (SMAD4), la cui attivita

fisiologica ¢ quella di opporsi al fenotipo maligno [236,237, 238]. Nel CRC ci sono numerose
mutazioni inattivanti geni la cui funzione fisiologica ¢ quella di mantenere la stabilita
cromosomiale durante la replicazione, e in generale, queste mutazioni causano instabilita
cromosomica nella maggior parte dei tumori [239]. Diversamente da altri cancri, il CRC non
prevede I’amplificazione del numero di copie geniche [240] o riarrangiamenti genici (Fig.48 e
Fig.49).

In un sottogruppo di pazienti affetti da CRC ¢ stata trovata I’inattivazione di geni coinvolti nel

mismatch repair.

Genes

MSI APC, CIN KRAS, PIK3CA, TP53, SMAD4, 2
(MMR mutation) p-Catenin (e.g., CDC4) BRAF PTEN BAX TGFBR2
(MLH1 methylation)
Progression
Normal Small Large Canceri, Metastasis
epithelium adenoma adenoma e
|
Epithelium —

Lamina % \
et g — e — — 0
uscularis
mucosa s
Submucosa —

Growth o — f
Factors d

COX-2 15-PGDH

EGFR

TGF-8

Figura 48 Geni e fattori di crescita che guidano la progressione del tumore colon-rettale

L’inattivazione pud essere ereditata, come nel tumore del colon ereditario non poliposico
(HNPCC), anche conosciuto come sindrome di Lynch, o acquisita, come nel caso del
silenziamento indotto dalla metilazione di geni codificanti per il mismatch repair (Fig.48 e

Fig.49) [235] .
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11 silenziamento epigenetico dei geni, principalmente dovuto ad un’ alterata metilazione del

DNA, ¢ un altro meccanismo di inattivazione genica in pazienti affetti da tumore del colon-

retto, come nel caso di MLH1 (Fig.48 e Fig.49) [235,241,242,243].
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7.5.2 Inattivazioni Mutazionali di Geni Oncosoppressori

N

I carcinoma del colon retto ¢

contraddistinto da molti cambiamenti CpG island

methylator
phenotype

Microsatellite

a livello genico ma alcuni fattori instability

sicuramente basilari

. Hereditary
per la formazione del tumore sono le Mite Ronpolypasist | | Chromosomal
methylation <olon encer instability

alterazioni di importanti pathway di

signaling [244].

Fra questi, ¢ da ricordare

I’attivazione della via di Wnt,

considerata 1’evento iniziale della Figura 49 Pathways di instabilita genetica che causano le

Neoplasie del Colon

cancerogenesi del colon-retto. Il segnale

di Wnt viene attivato quando 1’oncoproteina -catenina si lega a fattori nucleari per creare un
fattore di trascrizione che regola geni implicati nell’attivazione cellulare. Il complesso di
degradazione della B-catenina controlla i livelli della suddetta proteina tramite la proteolisi. Un
componente di questo complesso, APC (adenomatous polyposis coli), non solo degrada la B-
catenina ma inibisce anche la sua localizzazione a livello nucleare [244].

La mutazione pilt comune nel tumore del colon-retto, primo step della cancerogenesi del CRC, ¢
I’inattivazione del gene che codifica per la proteina APC. In assenza di quest’ultima, viene a
mancare il controllo dei livelli della B-catenina, cosi il signaling di Wnt ¢ appropriatamente e
costitutivamente attivato. Mutazioni germinali di APC danno origine alla poliposi adenomatosa
familiare; nei soggetti portatori di questa mutazione posssono svilupparsi pit di 100 polipi
adenomatosi, cosi il rischio di sviluppare il tumore dopo i 40 anni ¢ praticamente del
100%[236,244,245] .Mutazioni somatiche e delezioni che inattivano entrambe le copie di APC
sono presenti nella maggior parte degli adenomi colon-rettali [236,245]. In un piccolo
sottogruppo di tumori con APC wild-type, le mutazioni della B-catenina rende la proteina
resistente al complesso di degradazione, rendendo attivo il signaling di Wnt [236,245, 246].
L’inattivazione dei pathway di p53, indotta dalla mutazione di TP53 ¢ il secondo step verso lo
sviluppo del tumore del colon-retto. Nella maggior parte dei tumori, i due alleli TP53 sono
inattivati attraverso la combinazione di una mutazione missenso, che inattiva 1’attivita
trascrizionale di p53, e una delezione cromosomica che elimina il secondo allele di TP53

[232,235,236,238,247,248].
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7.5.3 Attivazione di Oncogeni

Diversi oncogeni giocano un ruolo chiave nel promuovere il tumore del colon-retto. Le
mutazioni a carico degli oncogeni RAS e BRAF, che attivano il signaling della mitogen-activated
protein kinase (MAPK), accadono rispettivamente nel 37% e nel 13% dei tumori del colon-retto
[249,250,251,252,253]. Le mutazioni di BRAF sono rilevabili anche nei polipi piccoli, ma sono
pill comuni nei polipi iperplastici, negli adenomi seghettati, e nei tumori del colon prossimali. I
pazienti con numerose e grosse lesioni iperplastiche, detta sindrome da poliposi iperplastica,

hanno un aumento del rischio di sviluppare un tumore del colon-retto [235,252,253].
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7.6 Alterazioni dei MicroRNA nel CRC
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7.6.1 Alterazione del silenziamento genico mediato dai MiRNA nel

CRC

Nel tumore del colon-retto, il silenziamento genico mediato dai miRNA puo essere alterato;

infatti in un gruppo di pazienti con instabilita dei microsatelli ¢ stato dimostrato che AGO2 e

TNRC6A sono mutate e downregolate nel tessuto tumorale [254]. Ago2 ¢ un membro della

famiglia argonauta che interagisce con Tnrc6A per legare il target ad mRNA e indurre il

silenziamento genico. In contrasto Snd1, un altro componente di RISC, ¢ upregolato nei foci

delle cripte aberranti e nel tumore del colon; la transfezione stabile di Sndl nelle cellule

epiteliali intestinali sane causa la perdita dell’inibizione da contatto e la polarita cellulare,

insieme con la downregolazione di APC, il principale inibitore del signaling di Wnt/catenina

oncogenico (Fig. 50) [255].
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7.6.2 Alterazione della proliferazione cellulare mediata dai MiRNA nel
CRC

La proliferazione cellulare incontrollata ¢ una delle pit comuni caratteristiche dei tumori; un
certo numero di miRNA sono stati trovati alterati durante la proliferazione cellulare nel CRC.
L’attivazione della cascata Ras/Raf/Mek/Erk promuove la proliferazione cellulare nell’epitelio
del colon [256]; infatti, le mutazioni di KRAS sono state riportate nel 30-60% di CRC
[257,258].

Diversi miRNA inibiscono la proliferazione cellulare nel CRC attraverso il targeting di KRAS;
per esempio, culture cellulari di colon transfettate con let-7a, miRNA frequentemente
downregolato nel CRC, causa un’inibizione della crescita cellulare e la downregolazione della
proteina RAS [259.260,261]. 11 miR-143 ¢ un altro miRNA che ha come target KRAS
[261,262,263,264,265,266,267,268], ed & stato osservato nei tessuti di tumore del colon una
correlazione inversa tra la proteina KRAS e I’espressione del miR-143. Le cellule Lovo trattate
con antagonisti del miR-143 hanno un incremento della proliferazione, mentre I’overespressione
del miR-143 ha D’effetto opposto [231], riducendo anche la capacita delle cellule tumorali di
colon di formare colonie in soft agar; oltre a KRAS, sono stati identificati come diretti target del
miR-143. anche ERK5 e DNMT3A (Tab. 17) [268,269]. Anche il miR-18*a ha come target
KRAS; la repressione del miR18*a causa un aumento della proliferazione cellulare,
promuovendo la crescita ancoraggio-dipendente delle HT29 in soft agar [270]. Al contrario, il
miR-200b, upregolato dal 5-fluorouracile, attiva indirettamente KRAS reprimendo PTPN12,
suggerendo che questo miRNA possa contrastare gli effetti citotossici del 5-fluorouracile
(Tab.15) [271]. Un altro miRNA la cui espressione risulta ridotta in un gruppo di tumori del
colon ¢ il miR-24, che inibisce la proliferazione cellulare delle cellule di tumore del colon e
induce il blocco del ciclo cellulare in fase G,/S attraverso il diretto targeting di DHFR. Sebbene
il miR-24 upregola p53 e p21, la sua azione anti-mitogenica ¢ indipendente dalla funzione di
p53 [272]. Diversamente il miR-192 e il miR-215, entrambi hanno come target DHFR,
inducono il blocco del ciclo cellulare in G1 e G2 in presenza di p53 attiva [273,274, 275]; sia il
miR-192 che il miR-215 possono essere indotti da pS3 [273], indicando che questi due miRNA
partecipano ad un feedback positivo per mediare gli effetti oncosoppressori di p53.
L’incremento dell’espressione del miR-215 puo contribuire a rallentare il rate di proliferazione e
chemioresistenza nelle cellule CD133"HI/CD44 HI [276]. Sia il miR-34a che il miR-675
alterano la proliferazione cellulare nel tumore del colon attraverso la diretta o indiretta
regolazione dei fattori trascrizionali della famiglia di E2F. L’espressione del miR-34a ¢ ridotta
nel tessuto tumorale di colon primario[277], ed ¢ indotta anche dall’attivazione di p5S3 [278].
Nelle cellule tumorali di colon, il miR-34a si lega a E2F1/3 per indurre la senescenza cellulare;

inoltre, il miR-34a rallenta la progressione del ciclo cellulare attraverso 1’induzione di p21 in
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maniera pS3 dipendente [277]; ¢ stata inoltre osservata la metilazione delle isole CpG del suo
promotore in alcune linee cellulari di colon [279]. Il miR-675 risulta essere upregolato nel
tumore del colon, ed ¢ stato dimostrato che il suo target, che codifica per la proteina
retinoblastoma (pRB), promuove la proliferazione cellulare del tumore del colon e la
formazione di colonie su soft agar [280].

Invece il miR-145 ¢ costantemente downregolato nell’adenocarcinoma e negli stadi cancerosi di
tumore colon-rettale [263,266,267]; un target del miR-145 & IRS1 che media il segnale
oncogenico trasdotto da insulin-like growth factor I receptor [281,282], la cui stimolazione
attiva Ras/Raf/Mek/Erk e la cascata di PI3K/Akt per promuovere la proliferazione cellulare e la
sopravvivenza [283]. Altri target del miR-145 sono YES, una tirosin-chinasi correlata a Src, la
cui attivita ¢ upregolata nel CRC, e FLII, un gene coivolto nella traslocazione cromosomiale
t(11;22)(q24;q12) nel sarcoma di Ewing [284,285]. Tra i target del miR-145 ci sono FSCNI,
ADAMI17, BIRC2, VANGLI e STAT1 (Fig. 50 e Tab. 17) [284].

[99]



MIRNA IN PAZIENTI AFFETTI DA CRC 7. TUMORE COLON-RETTO

7.6.3 Alterazione dei meccanismi apoptotici mediati dai MiRNA nel
CRC

Nel tumore del colon-retto ¢ stata osservata 1’alterazione dell’espressione dei miRNA che
regolano I’apoptosi alterando I’espressione dei membri della famiglia di Bcl2 (proteina anti-
apoptotica); uno di questi ¢ il miR-195, downregolato nei tessuti tumorali di colon, capace di
indurre 1’apoptosi nelle linee cellulari di colon HT29 e LoVo [286]. Il miR-143 ¢ un altro
miRNA frequentemente downregolato nel tumore del colon, riduce la vitalita delle cellule
tumorali e incrementa la morte cellulare dopo il trattamento con 5-flurouracile associato alla
downregolazione di Bcl2 [269]. Nelle cellule tumorali di colon ¢ stato osservato che il miR-491
induce apoptosi attraverso il targeting di Bcl-xL, tuttavia non & chiaro se 1’espressione del miR-
491 ¢ alterata nel CRC [287]. Il miR-133 ¢ marcatamente downregolato nel tessuto tumorale di
colon e nelle linee cellulari; la sua overespressione invece induce apoptosi nelle cellule
tumorali di colon attraverso il targeting di c-Met, recettore per il fattore di crescita degli
epatociti (HGF) [288]. Altri miRNA, come il miR-145, il miR26, il miR107, il miR-210 e il
miR-342 sono coinvolti nella modulazione della risposta apoptotica nel CRC (Fig. 50 e Tab. 17)

[291].

Deregulated expression of miBNAs in CRC tissues compared with nor-

mal tissues
Up-regulated in CRC Down-regulated in CRC
miR-15b miR-9
miR-17-3p miR-30-3p
miB-17-5p miR-101
miF-18a miR.-122
miR.-1%a miR.-124a
miF-20a miF.-126
mif-21 miF.-129
mif-31 miF-133b
muFL-92 miF.-137
muR-96 miF.-143
miR-133b miF.-145
miR-135b miF.-328
miR-181b miR-451
muR-183
muR-191
miR.-200c

Tabella 17 miRNA alterati nei tessuti CRC rispetto ai tessuti sani
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7.6.4 Invasivita e Metastasi mediate dai MiRNA nel CRC

Diversi miRNA regolano I’invasivita e le metastasi nelle cellule tumorali di colon. Per esempio,
il miR-196 promuove il distacco delle cellule tumorali, la migrazione e I’invasione attraverso il
diretto targeting di una classe di fattori trascrizionali conosciuti come homeobox [292]. Infatti, il
miR-196a si lega al 3’UTR di HoxA7, HoxB8, HoxC8 e HoxD8 e downregola la loro
espressione. La downregolazione di queste proteine homeobox ¢ associata ad un incremento dei
livelli di fosforilazione di Akt; il miR-196a promuove anche lo sviluppo di metastasi polmonari
nel topo dopo aver iniettato nella vena della coda le cellule tumorali di colon [292]. Oltre al
miR-196a, il miR-21 e il miR-141 promuovono la motilita o I’'invasivita delle cellule tumorali di
colon [293,294]; il miR-21 ha come target PDCD4, che ¢ un oncosoppressore frequentemente
poco espresso nei tumori solidi ed ¢ associato con la progressione della malattia e la
metastatizzazione, mentre il miR-141 downregola SIP1, repressore trascrizionale dell’E-
caderina che inibisce la transizione epiteliale-mesenchimale (Tab. 17 e 18) [293,294]. Altri
miRNA coinvolti nel controllo dell’invasivita e delle metastasi nel CRC sono il miR-26, il
miR-145 e il miR-200c (Fig 50 e Tab. 17 e 18) [295,291,296].

miRMNAs associated with advanced TWM stage and shorter survival in

CRC
Advanced TNM stage  Up-regulated miR-2 miR-31
miR-21 nuR-129
Shorter swrvival Up-regulated niR-200c miR-21

Down-rezgulated miF-320 mR-408

Tabella 18 miRNA associati allo stadio e alla sopravvivenza nel CRC

7.6.5 MiRNA capaci di regolare il fenotipo del CRC

I miRNA, oltre alla proliferazione cellulare, all’apoptosi, e alla metastatizzazione, possono
regolare anche il fenotipo del tumore, ad esempio modulando la sensibilita ai farmaci. A questo
proposito, il miR-143 sensibilizza le cellule tumorali di colon all’apoptosi indotta dal 5-
fluorouracile, mentre il miR-192 e il miR-215 hanno I’effetto opposto [269,297]; il miR-125
riduce anche la sensibilita delle cellule tumorali di colon al metotrexato e al Tomudex (un
inibitore della timidilato sintetasi) [276]. Ci sono anche miRNA direttamente coinvolti nel
mantenimento dell’integrita genetica, come il miR-155 che promuove mutazioni attraverso il
targeting di 3 enzimi coinvolti nella riparazione del DNA, hMSH2, hMSH6, e hMSHI1 [298]. 1l
miR-21 e il miR-181b-1, entrambi indotti dall’attivazione di STAT3, sono -collegati
all’infiammazione nella sede del tessuto tumorale di colon primario, attraverso il targeting di

PTEN e CYLD [299].
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7.7 MiRNA come markers di suscettibilita nel CRC

Predire il rischio di malattia in base alla sequenza genetica di un individuo ¢ il principale
obbiettivo per creare una medicina personalizzata. Sono stati fatti grossi sforzi per identificare i
polimorfismi associati al CRC [233]. Come detto precedentemente, i miRNA esercitano la loro
funzione cellulare legandosi al 3>UTR del suo target ad mRNA; quindi varianti di sequenza nel
sito di legame per il miRNA o SNP a carico dei geni codificanti per i miRNA alterano
I'interazione tra il miRNA e il suo target, alterando anche la funzione oncogenica o
oncosoppressosiva del miRNA associato al cancro [233]. Quindi, polimorfismi dei geni CD86 e
INSR a carico dei loro siti di legame dei miRNA sono associati con un aumento del rischio di
insorgenza del tumore del colon, con un odd ratio per le varianti in omozigosi rispettivamente di

2.74 e di 1.94 (Fig. 53) [211].
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7.8 MiRNA come markers diagnostico nel CRC

I miRNA sono promettenti nuovi biomarkers per la diagnosi del tumore del CRC. Le cellule
sane e quelle tumorali rilasciano miRNA nel sangue periferico; i miRNA circolanti sono
contenuti in complessi altamente stabili, conosciuti come esosomi o microvescicole, protetti
dalla degradazione delle RNAse [300,301]. Nei pazienti affetti da CRC, & stato dimostrato che i
livelli plasmatici sia del miR-17-3p che del miR-92a sono significativamente piu elevati tra i 95
miRNA analizzati [302]. I livelli circolanti del miR-17-3p e del miR-92a si sono
significativamente ridotti dopo la rimozione chirurgica del tessuto tumorale; inoltre il miR-92a
pud discriminare il CRC da altre condizioni patologiche, come il tumore gastrico e malattie
infiammatorie dell’intestino, con una sensibilita del 89% e una specificita del 70%. Il valore
diagnostico del miR-92a & corroborato dalle scoperte del gruppo di Huang et al, i quali hanno
dimostrato che il miR-92a insieme con il miR-29a, possono discriminare tumori colon-rettali e
gli adenomi in stadio avanzato dai controlli, supportando che il miR-92a ¢ adatto per la diagnosi
precoce del CRC [303]. Oltre al sangue periferico, le feci rappresentano un’altra fonte preziosa
per la rilevazione di miRNA specifici per il CRC, poiche i colonociti sono costantemente
esfoliati dal tratto intestinale; per questo, gli alti livelli fecali del miR-21 e del miR-106 sono
stati rilevati in pazienti con adenomi e CRC confrontati con individui non affetti da CRC (Fig.

51, 52 e 53) [304].

Virchows Arch (2009) 454:359-367 363
let-7g miR-34 miR-21
ﬁ miR208 ', miR-126 miR-31

miR-21 miR-143
miR-31 miR-145 | corretation with higher UICC-stage ¥
miR-138
miR-181 b miR-21 miR-320
miR-200c global miRNA expression miR-200¢ miR-498

l mucnsa — carcinoma ‘L | carrelation with shorter survival ¢
miR-21 miR-143
miR-135 miR-145

I muensa —» adenoma +

/

N0 e llg

—

colon mucosa adenoma carcinoma advanced carcinoma

Figura 51 Cambiamenti dell’espressione dei miRNA nell’adenoma colon-rettale, nel carcinoma, e la loro
correlazione con lo stadio UICC o con la sopravvivenza
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7.9 MiRNA come markers prognostico nel CRC

Diversi studi hanno analizzato 1’associazione tra I’ alterazione dei miRNA e ’esito della malattia
nei pazienti affetti da tumore del colon-retto; uno di questi ¢ il miR-21, la cui overespressione ¢
associata con la positivita dei linfonodi, lo sviluppo di metastasi distanti e con I’avanzamento
della stadiazione TNM [305,264]; 1’overespressione del miR-21 ¢ anche associata con la
mortalita tumore-specifica indipendente dalla stadiazione TNM [305,306]. Secondo la
letteratura, oltre al miR-21, altri miRNA sono associati alle dimensioni del tumore, alle
metastasi e/o alla sopravvivenza dei pazienti; per esempio, le basse espressioni del miR-152 e
del miR-148a sono correlate con una maggiore dimensione del tumore e uno stadio pT piu
avanzato [307]; tumori maggiori di 50 mm di diametro hanno anche una piu bassa espressione
del miR-143 e miR-145, entrambi con funzione oncosoppressiva [262]. Tuttavia, nei pazienti
con un’alta espressione del miR-143 ¢ stato osservato un intervallo di assenza da malattia pil
breve [264]. Il miR-31 ¢ positivamente correlato ad una invasione pitt profonda del tumore e ad
una stadio piu avanzato TNM [265]. Sia il miR-129* che il miR-137 sono differenzialmente
espressi nei pazienti con tumore del colon con metastasi linfonodali confrontati con quelli con
linfonodi privi di metastasi [308]. La downregolazione del miR-106a & associata con un ridotto
intervallo di assenza da malattia e di sopravvivenza; mentre i pazienti con un’overespressione
del miR-200c hanno una periodo di sopravvivenza minore rispetto ai pazienti con
un’espressione piu bassa [309,310]. I livelli di espressione del miR-320 e del miR-498 sono
correlati anche con la probabilita di sopravvivenza senza recidiva in pazienti affetti da CRC di
stadio II [311]. Tuttavia, I’espressione di un pannello di 17 miRNA ¢ associato con 1’evento

della malattia con un’accuratezza del 81% (Fig. 52, 53) [311].
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Figura 52 Applicazioni potenziali dei miRNA come biomarcatore, come agente terapeutico e target per il tumore
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7.10 MiRNA come predittori dell’esito del trattamento nel
CRC

L’alterata espressione dei miRNA o i polimorfismi nei geni dei miRNA o i polimorfismi nei siti
che legano i miRNA sono correlati con I’esito del trattamento nei pazienti affetti da CRC. Per
esempio, i livelli di espressione di let-7g e del miR-181b sono fortemente associati alla riposta
alla chemioterapia con S-1, un’ antimetabolita basato sul 5-fluorouracile [312]. Uno SNP nel
sito di legame del miRNA let-7 a livello del 3’UTR del gene di KRAS ¢ positivamente correlato
alla reattivita al cetuximab nei pazienti wild-type per KRAS con CRC metastatici [313,314].
Tuttavia lo SNP rs7372209 e rs1834306 nel pri-miR-26a-1 e nel pri-miR-100, rispettivamente,
sono correlati con la risposta al tumore o con il tempo di progressione alla metastatizzazione in

pazienti con CRC trattati con 5 fluorouracile e irinotecan (Fig.52, 53) [315].
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Figura 53 Uso potenziale dei miRNA nel comportamento clinico di pazienti affetti da CRC

[105]



MIRNA IN PAZIENTI AFFETTI DA CRC 8. OBIETTIVO DELLO STUDIO

8. OBIETTIVO DELLO STUDIO

La carcinogenesi del colon rappresenta una progressione da polipi benigni a adenocarcinomi
invasivi con metastasi distali. Si ritiene che questi cambiamenti patologici sono causati
dall’alterata attivazione o inattivazione di proteine codificate da proto-oncogeni e da geni
oncosoppressori. Tuttavia recenti scoperte sui microRNA hanno modificato le nostre
conoscenze sul ruolo dei geni non codificanti per proteine nella carcinogenesi. Infatti un certo
numero di miRNA presentano un espressione diversa nel tessuto tumorale del colon rispetto alla
corrispettiva mucosa sana. Questi miRNA alterano la proliferazione cellulare, 1’apoptosi e le
metastasi attraverso le loro interazioni con il signalling intracellulare. Dal punto di vista delle
prospettive cliniche, i polimorfismi all’interno dei geni dei miRNA e all’interno dei siti di
legame per i miRNA sono associati con il rischio di sviluppare il tumore del colon; quindi
miRNA isolati da feci o sangue possono servire come biomarcatori per una diagnosi precoce.
L’alterata espressione di miRNA o polimorfismi nei geni dei miRNA sono stati correlati con la
sopravvivenza o con l’esito del trattamento dei pazienti in diversi studi, come visto
precedentemente [233].

L’ obiettivo del nostro studio ¢ stato quello di valutare il ruolo di 4 varianti polimorfiche a carico
di altrettante sequenze codificanti per i miRNA: hsa-mir-146a (rs2910164C-G), hsa-mir-196a2
(rs11614913 C-T), hsa-mir-499 (rs3746444G-A) e hsa-mir-149 (rs2292832 C-T).

Lo studio ¢ stato condotto su un gruppo di 160 pazienti affetti da carcinoma del colon-retto e su
un gruppo comparabile per eta e sesso di 178 soggetti sani di controllo.

Il nostro lavoro ¢ partito dalla valutazione della distribuzione dei diversi genotipi nei due gruppi
per indagare se vi potessero essere differenze significative fra il genotipo dei soggetti di
controllo e quelli dei pazienti affetti da cancro del colon-retto e se questi risultassero in
equilibrio con la legge di Hardy-Weinberg. L’identificazione dei genotipi ¢ stata effettuata
tramite 1’utilizzo di una tecnica rapida e sensibile chiamata High Resolution Melting Analysis
(HRMA). Questa tecnica permette di identificare variazioni di singoli nucleotidi, attraverso la
valutazione dello shift nella curva di dissociazione di un prodotto di amplificazione, causata
dalla sostituzione nucleotidica, attraverso emissione di un’intercalante fluorescente del DNAds.
La seconda parte del nostro studio si ¢ focalizzata sulla valutazione del livello di espressione di
questi 4 miRNA .

1l principale obbiettivo ¢ stato quello di andare a valutare se vi potessero essere delle differenze
statisticamente significative fra I’espressione dei miRNA nel tessuto tumorale e la corrispettiva
controparte sana.

Inoltre abbiamo valutato I’espressione dei quattro miRNA rispetto al genotipo del tessuto
tumorale e alla corrispettiva mucosa sana dei pazienti affetti da cancro del colon-retto sia

rispetto alla presenza di un genotipo specifico.
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9. MATERIALI E METODI

9.1 Campioni

Per questo studio sono stati reclutati 160 pazienti di eta compresa fra i 43 e gli 89 anni, che sono
stati sottoposti a resezione chirurgica per carcinoma colon-rettale. Da tutti i pazienti ¢ stato
ottenuto il consenso informato.

Il tipo istologico e il grado di differenziazione sono stati valutati secondo i criteri stabiliti
dall’organizzazione mondiale della sanita (WHO) [221] e secondo la classificazione TNM
[222].

Nella tabella 19 sono riportate le caratteristiche cliniche dei pazienti oggetto di studio.

ETA’ Range: 39-89
Mediana: 69
SESSO
Maschi 87
Femmine 73
STADIO
Duke’s 1 20
Duke’s 2 74
Duke’s 3 53
Duke’s 4 13
LOCALIZZAZIONE
Colon destro, ceco, ascendente 59
Colon trasverso, retto, sigma, discendente 101
Gl 20
G2 124
G3 16

Tabella 19 Caratteristiche Cliniche dei pazienti oggetto di studio.
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I campioni provenienti dai pazienti affetti da tumore al colon-retto e i corrispettivi tessuti sani,
sono stati messi in una provetta contenente RNA-later (QIAGEN) e tenuti a 4° C per 24 ore e
successivamente a -80°C. Le mucose sane sono state ottenute prelevando il tessuto a circa 5
centimetri di distanza dal tessuto tumorale.

Allo scopo di verificare la distribuzione allelica dei genotipi dei geni codificanti per i quattro
miRNA valutati in questo studio sono stati raccolti 178 campioni di sangue provenienti da

soggetti sani di controllo.
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9.2 Estrazione del DNA e Genotipizzazione

I tessuti provenienti dai pazienti affetti da tumore al colon-retto sono stati omogeneizzati usando
Stainless Steel Beads Smm (QIAGEN, Milano, Italia) e Tissue Lyser (QIAGEN, Milano, Italia).
Successivamente sia dai tessuti tumorali che dalla corrispettiva controparte sana, sia dal sangue
proveniente dai soggetti utilizzati come controllo sano & stato estratto il DNA utilizzando il

QIAamp DNA mini Kit (QIAGEN) con I’ausilio del QIAcube™ (QIAGEN).

Le concentrazioni del DNA estratto sono state determinate tramite 1"utilizzo di Nanodrop® ND-

1000 Spectrophotometer.

I campioni sono stati sottoposti ad un’analisi di HRM per determinare il genotipo degli SNP nei
quattro geni codificanti per i miRNA oggetto del nostro studio. Pertanto, sono stati analizzati i
seguenti polimorfismi:

» hsa-miR-146a (1529101164 C>G)
> hsa-miR-149 (rs2292832 T>C)

> hsa-miR-196a2 (rs11614913 C>T)
» hsa-miR-499 (rs3746444 G>A)

La reazione di amplificazione e 1’analisi di HRM dei campioni ¢ stata eseguita con lo stesso
protocollo, con le stesse condizioni di amplificazione e con gli stessi strumenti visti
precedentemente nel paragrafo 4.3. I risultati del’HRMA sono stati confermati mediante
sequenziamento diretto, secondo il protocollo descritto nel paragrafo 4.4. Per determinare le
frequenze genotipiche in base al principio di Hardy-Weinberg, abbiamo utilizzato il programma

HW Calculator.
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9.3 Estrazione dei MiRNA e analisi dell’Espressione

Come descritto precedentemente nello studio sui pazienti affetti da NSCLC, dal tessuto
tumorale e dalla corrispettiva mucosa sana proveniente da pazienti affetti da tumore del colon-
retto sono stati estratti i miRNA utilizzando il mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion,
Austin, TX, USA), seguendo le indicazioni del protocollo.

Le concentrazioni dei miRNA estratti sono state determinate utilizzando il Nanodrop® ND-1000
Spectrophotometer.

I miRNA estratti sono stati sottoposti ad un protocollo di trascrizione inversa (RT), seguita da
una real-time PCR quantitativa per valutare il livello di espressione dei miRNA del nostro
studio. Per fare questo sono stati utilizzati primer specifici per la retrotrascizione e Tagman
assay per la real-time PCR (TagMan MiRNA Assay, Applied Biosystems):

miR-146 (ID 000468)

miR-149 (ID 000472)

miR-196 (ID 000495)

miR-499 (ID 001045)

Il protocollo, le condizioni di amplificazione e gli strumenti usati per eseguire la
retrotrascrizione (RT), cosi come per la real-time PCR quantitativa sono gli stessi visti
precedentemente nel paragrafo 4.5.1 € 4.5.2

La quantificazione dei miRNA ¢ stata ottenuta mediante una quantificazione relativa,
rapportando la quantita del gene di ogni campione rispetto al gene di riferimento miR-U6B,

verso il quale abbiamo normalizzato i dati relativi all’espressione di ciascun gene miRNA

tramite ’applicazione della formula 2" [225].
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10.1 Distribuzione dei genotipi nei Tessuti CRC e nelle
Corrispettive Mucose Sane

Nella tabella 20 ¢ riassunta I’analisi della distribuzione dei genotipi sia nel tessuto tumorale che

nei soggetti di controllo.

SNP GENOTIPO TESSUTO CONTROLLI OR 95% CI P
TUMORALE n (%)
n (%)

miR-146a GG 86 (53.8) 100 (56.2) 1.00

(rs2910164 C-G) CG 57 (35.6) 65 (36.5) 1.015 | 0.64-1.60 0.521
CC 17 (10.6) 13 (7.3) 0.681 0.31-1.48 0.218
[G] vs [C] [229] vs[91] [265] vs [91] 0.264

miR-149 CC 79 (49.4) 86 (48.3) 1.00

(rs2292832 C-T) TC 58 (36.2) 75 (42.1) 1.176 0.74-1.87 0.285
TT 23 (14.4) 17 (9.6) 0.628 0.31-1.29 0.138
[C] vs [T] [216] vs[104] [247]vs[109] 0.278

miR-196a2 CC 62 (38.8) 83 (46.6) 1.00

(rs11614913 C-T) CT 86 (53.8) 84 (47.2) 0.721 0.46-1.13 0.092
TT 12 (7.4) 11 (6.2) 0.587 | 0.25-138 0.156
[C] vs [T] [210] vs[110] [250]vs[106] 0.073

miR-499 AA 93 (58.1) 105 (59.0) 1.00

(rs3746444 G-A) AG 32(20.0) 56 (31.5) 0.663 0.39-1.11 0.076
GG 35(21.9) 17 (9.5) 2.931 1.49-5.77 0.001
[A] vs [G] [218] vs[102] [266] vs[90] 0.010

Tabella 20 Frequenza allelica e genotipo dei miRNA nei pazienti con cancro al colon-retto (n=160) e nei controlli

(n=178).

Per il miRNA-499 si osserva una differenza significativa (p =0.001) nella distribuzione dei
genotipi fra i tessuti provenienti da pazienti affetti da tumore al colon-retto e i soggetti di

controllo.
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11 genotipo omozigote GG risulta essere presente in circa il doppio dei pazienti affetti da tumore
rispetto ai controlli.

E’ stata dimostrata inoltre una differenza statisticamente significativa (p = 0.01) fra I’allele A e
G fra soggetti di controllo e soggetti affetti da cancro al colon-retto.

Nelle immagini sottostanti ¢ stato rappresentato il genotipo dei miRNA nei pazienti con cancro

al colon-retto e nei controlli (Fig.54).
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Figura 54 Grafico a torte del genotipo dei miRNA nei pazienti con cancro al colon-retto (n=160) e nei

controlli (n=178).
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La figura 55 mostra invece la frequenza allelica dei miRNA nei pazienti affetti da carcinoma

colon-rettale e nei soggetti di controllo.
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Figura 55.Grafico a torte della frequenza allelica dei miRNA nei pazienti con cancro al colon-retto (n=160) e nei
controlli (n=178).
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Siamo andati a determinare le frequenze genotipiche in base al principio di Hardy-Weinberg.
Dalla tabella 21 si puo notare che il genotipo dei 4 miRNA dei soggetti utilizzati come controllo
risulta in equilibrio con la legge di Hardy-Weinberg. Da questi risultati si puo dedurre inoltre

che il genotipo per il miRNA-499 dei pazienti affetti da tumore non segue I’equilibrio di Hardy-

Weinberg.
SNP GENOTIPO | EQUILIBRIO DI HARDY WEINBERG
TUMORI CONTROLLI
miR-146a GG
(rs2910164 C-G) CG p=0.288 p=0.864
CC
miR-149 CC
(rs2292832 C-T) TC p=0.089 p=0.99
TT
miR-196a2 CC
(rs11614913 C-T) CT p=0.053 p=0.230
TT
miR-499 AA
(rs3746444 G-A) AG p=0.000 p=0.82
GG

Tabella 21 Genotipo dei 4 miRNA ed equilibrio di Hardy Weinberg nei pazienti con carcinoma del colon-retto e nei
controlli.
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10.2 Espressione dei MiRNA nei Tessuti CRC e nelle
Corrispettive Mucose Sane

Successivamente ¢ stato confrontato il livello di espressione dei quattro geni codificanti per i
miRNA oggetto del nostro studio nel tessuto tumorale e nella corrispettiva controparte sana dei

160 pazienti affetti da cancro del colon-retto.

Nella tabella 22 sono stati riportati i dati relativi alla mediana e al minimo e massimo relativi
all’espressione dei miR-146a, miR-149, miR-196a2 e miR-499. Risulta evidente che
I’espressione del miR-499 & piu elevata nel tessuto sano rispetto al tessuto tumorale in modo
statisticamente significativo (p = 0.05).

Per gli altri tre miRNA presi in esame nel nostro studio non ¢ stata riscontrata alcuna differenza

significativa.
miR-146a miR-149 miR-196a2 miR-499x1000
TESSUTO 73.9 0.32 11.72 0.85
TUMORALE (0.04-10297) | (0.0001-89.4) (0.04-1176) (0.01-869.3)
MUCOSA SANA 71.4 1.52 8.60 1.48
(1.1-17559) (0.01-388) (0.01-1097) (0.01-1000)
p 0.295 0.578 0.128 0.05

Tabella 22 Mediana (relativo minimo e massimo) dell’espressione dei miRNA nei pazienti affetti da cancro colon-
rettale e nella rispettiva mucosa sana.

Nelle figure 56, 57, 58 e 59 sono riportati i box plot relativi allo studio dell’espressione

dei geni codificanti i quattro miRNA.
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Figura 56. Valutazione dei livelli di espressione del miRNA- 146a nei tessuti tumorali e nelle mucose sane.
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Figura 57. Valutazione dei livelli di espressione del miRNA- 149 nei tessuti tumorali e nelle mucose sane.
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Figura 58. Valutazione dei livelli di espressione del miRNA- 196a2 nei tessuti tumorali e nelle mucose sane.
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Figura 59. Valutazione dei livelli di espressione del miRNA- 499 nei tessuti tumorali e nelle mucose sane.
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10.3 Espressione e Genotipo dei MiRNA nei Tessuti Tumorali
e nelle Mucose Sane

E’ stato poi valutato il livello di espressione dei quattro miRNA rispetto al genotipo dei geni
stessi nel tessuto dei pazienti affetti da tumore e nella loro corrispettiva mucosa sana.

Per tutti e quattro i miRNA presi in esame non sono state riscontrate differenze significative.

Dall’analisi statistica emerge come i diversi genotipi dei 4 miRNA oggetto del nostro studio

presentano un ampio range di espressione (Tab. 23-26 e Fig.60-67).

ESPRESSIONE 146a
TESSUTO TUMORALE
GENOTIPO miR- MEDIANA MINIMO MASSIMO p
146a
GG 78.8 0.6 10297
CcG 56.1 0.04 3565 0.163
cc 329 23 328.5
ESPRESSIONE 146a
MUCOSA SANA
GENOTIPO MEDIANA MINIMO MASSIMO p
miR-146a
GG 58.8 2 17560
CG 125.6 1 3327 0.412
cc 118.5 9 13308

Tabella 23 Mediana (relativo minimo e massimo) dell’espressione del miR-146a nei tessuti tumorali e nella rispettiva
mucosa sana confrontati con il genotipo del rispettivo miRNA
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Figura 60. Correlazione fra espressione del miR-146a e genotipo nel tessuto tumorale.
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Figura 61. Correlazione fra espressione del miR-146a e genotipo nella mucosa sana.
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ESPRESSIONE miR-149

MUCOSA SANA
GENOTIPO MEDIANA MINIMO MASSIMO 14
miR-149
cc 2.5 0.057 388
CcT 1 0.014 388 0.876
T 0.4 0.011 3.73
ESPRESSIONE miR-149
TESSUTO TUMORALE
GENOTIPO MEDIANA MINIMO MASSIMO 14
miR-149
cc 0.3 0.0003 891.4
cT 0.3 0.0001 19.7 0.133
T 0.6 0.01 4.3

[120]

Tabella 24 Mediana (relativo minimo e massimo) dell’espressione del miR-149 nei tessuti tumorali e nella rispettiva
mucosa sana confrontati con il genotipo del rispettivo miRNA.
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Figura 62. Correlazione fra espressione del miR-149 e genotipo nel tessuto tumorale.
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Figura 63. Correlazione fra espressione del miR-149 e genotipo nella mucosa sana.
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ESPRESSIONE miR-196a2
TESSUTO TUMORALE
GENOTIPOmiR- MEDIANA MINIMO MASSIMO 14
196a2
cc 18.37 0.07 1003
cT 9 0.04 1176 0.5
T 30.1 1.1 1090
ESPRESSIONE miR-196a2
MUCOSA SANA
GENOTIPOmiR- MEDIANA MINIMO MASSIMO 14
196a2
cc 4.8 0.1 445.7
cT 115 0.01 1097 0.526
T 14 0.2 445.7

Tabella 25 Mediana (relativo minimo e massimo) dell’espressione del miR-196a2 nei tessuti tumorali e nella
rispettiva mucosa sana confrontati con il genotipo del rispettivo miRNA.
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Figura 64 Correlazione fra espressione del miR-196a2 e genotipo nel tessuto tumorale.
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Figura 65. Correlazione fra espressione del miR-196a2 e genotipo nella mucosa sana.
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ESPRESSIONE miR-499x1000
TESSUTO TUMORALE
GENOTIPOmiR- MEDIANA MINIMO MASSIMO P
499
GG 0.5 0.01 217.6
AG 0.8 0.02 101.5 0.063
AA 1.8 0.01 869.3
ESPRESSIONE miR-499x1000
MUCOSA SANA
GENOTIPOmiR- MEDIANA MINIMO MASSIMO 14
499
GG 1,01 0.04 1000
AG 2 0.15 50.77 0.247
AA 1,01 0.01 422

Tabella 26 Mediana (relativo minimo e massimo) dell’espressione del miR-499 nei tessuti tumorali e nella rispettiva
mucosa sana confrontati con il genotipo del rispettivo miRNA.
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Figura 66. Correlazione fra espressione del miR-499 e genotipo nel tessuto tumorale.
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Figura 67. Correlazione fra espressione del miR-499 e genotipo nella mucosa sana.

[125]



MIRNA IN PAZIENTI AFFETTI DA CRC 10. RISULTATI

Abbiamo quindi valutato il livello di espressione dei miR-146a, miR-149, miR-196a2, miR-499
rispetto alla presenza di un genotipo specifico dei pazienti affetti da cancro colon-rettale.

Nei grafici sottostanti sono riportati i risultati relativi a quest’ultima analisi.

E’ stata dimostrata una differenza statisticamente significativa per il miR-499 sia nel
raggruppamento GGAG vs AA (p=0.022) che nel raggruppamento GG vs AAAG (p=0.05)
(Fig.71). Per gli altri tre miRNA non ¢ stata osservata una differenza significativa (Fig.68-70).
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Figura 68. Correlazione fra espressione del miR-146a e presenza di un allele specifico.
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Figura 69. Correlazione fra espressione del miR-149 e presenza di un allele specifico.
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Figura 70. Correlazione fra espressione del miR-196a2 e presenza di un allele specifico.
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Figura 71. Correlazione fra espressione del miR-196a2 e presenza di un allele specifico.
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11. CONCLUSIONI

Come indicato nella premessa di questa tesi, i miRNA sono piccoli RNA non codificanti capaci
di silenziare specifici mRNA regolarmente trascritti. Uno specifico miRNA puo esercitare la sua
azione su un numero potenzialmente molto elevato di sequenze target, cosi come un trascritto
puo contenere sequenze di riconoscimento per diversi miRNA. Questo complesso network di
possibili influenze reciproche rappresenta comunque un meccanismo di regolazione genica
molto importante in malattie come il cancro. L’azione globale dei miRNA ¢ in questo caso
rappresentata dal reprimere o attivare 1’espressione di geni coinvolti nella carcinogenesi.

Lo studio dell’azione di ciascun miRNA nella tumorigenesi umana ¢ complicata dalla scarsa
conoscenza di quali siano gli effettivi target regolati dal miRNA stesso. Conoscere le
modificazioni quantitative dell’espressione di un singolo miRNA non ¢ talora correlabile ad un

suo effetto sul fenotipo della cellula trasformata o in via di trasformazione neoplastica.

Qualunque sia 1’azione finale di un miRNA, il meccanismo attraverso il quale la sua attivita
regolatrice viene esplicata si basa sull’appaiamento tra il miRNA stesso e il suo ipotetico
mRNA target. Come precisato nella premessa il grado di appaiamento tra le due specie ad RNA
determina anche D’effetto finale dell’azione da parte del miRNA: degradazione o blocco
trascrizionale dell’mRNA.

La prima variabile che influenza I’efficacia dell’azione repressiva di un miRNA ¢ ovviamente
legata al suo grado di espressione, un aumento o una diminuzione del livello di sintesi del

miRNA influenza quantitativamente I’efficacia biologica.

A complicare questo gia complesso meccanismo di possibili interazioni multiple ¢ recentemente
emersa un’altra possibile caratteristica capace di influenzare 1’efficacia dell’azione di un gruppo
ristretto, ma numericamente significativo, di miRNA che presentano all’interno e nelle
vicinanze delle loro sequenze codificanti variazioni di sequenza. Questi SNP possono, secondo
alcuni, determinare una variazione significa dei livelli di espressione del miRNA stesso.

Ma [P’altro aspetto che ovviamente ¢ giusto chiamare in causa ¢ 1’effetto che le varianti di
sequenza possono produrre nel regolare i meccanismi di accoppiamento miRNA/mRNA, che
come riportato sopra influenzano la capacita stessa di determinare la trascrizione del gene

specifico.

All’interno del gruppo dei geni MIR per i quali & gia descritta la presenza di varianti puntiformi

di sequenza, la nostra attenzione si ¢ accentrata su hsa-mir-146a (rs2910164C-G), hsa-mir-
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196a2 (rs11614913 C-T), hsa-mir-499 (rs3746444G-A) e hsa-mir-149 (rs2292832 G-T) e sul
loro possibile ruolo nel carcinoma del colon-retto.

Il nostro studio caso-controllo ¢ partito dalla valutazione della distribuzione dei diversi genotipi
nei due gruppi per indagare 160 pazienti affetti da carcinoma del colon-retto e un gruppo
comparabile per eta e sesso di 178 soggetti sani di controllo.

Vista la necessita di screenare un numero abbastanza grande di soggetti per quattro diverse
variabili genetiche, avevamo la necessita di adottare una tecnica rapida, sensibile ed economica,
per la caratterizzazione dei diversi genotipi. In questo senso I’HRM si & rivelata particolarmente
idonea per permetterci di identificare tutti i campioni; tuttavia i dati sono stati confermati

tramite sequenziamento diretto.

Per 3 su 4 dei geni esplorati in questo studio non abbiamo valutato differenze statistiche nella
distribuzione dei possibili genotipi tra la popolazione clinica in esame e il gruppo di controllo.
Al contrario nel caso del miR-499 abbiamo riscontrato una differenza significativa nella
distribuzione dei genotipi fra i tessuti provenienti da pazienti affetti da tumore al colon-retto e i
soggetti di controllo.

In particolare, abbiamo identificato una frequenza significativamente maggiore del genotipo
GG nei pazienti con cancro del colon retto e comunque una maggiore incidenza dell’allele G in
questo tipo di pazienti.

Questo risultato sembra concordare con quanto precedentemente riportato nel cancro della
mammela, dove gli autori hanno dimostrato che la variante genetica a carico del miR-499 A>G
¢ associata in modo significativo con un rischio maggiore di sviluppare questa neoplasia.

A rafforzare questo dato contribuisce anche il nostro risultato secondo il quale la distribuzione
genotipi di questo miRNA nei pazienti affetti da cancro colon-rettale non segue la legge di
Hardy-Weinberg mentre risulta in equilibrio la distribuzione dei genotipi dei miRNA dei
soggetti di controllo.

La numerosita non elevata dei casi studiati non ci permette di trarre conclusioni definitive
sull’aumentato rischio di carcinoma del colon retto in pazienti con genotipo GG per questo
miRNA, ma la concordanza con altri studi clinici sembra deporre a favore di un ruolo attivo del
determinare modificazioni permanenti della funzione di questo miRNA con possibile ricaduta
sulla funzione di mRNA, attivamente coinvolti nella carcinogenesi.

Ovviamente non ¢ facilmente comprensibile quello che potrebbe essere la connessione tra
genotipo e alterata funzione. Un’ipotesi plausibile sostenuta dal nostro risultato dimostra come
nel nostro gruppo, il miR-499 sia I’'unico che mostra una differenza statisticamente significativa
tra i suoi livelli di espressione nel tessuto tumorale in confronto a quelli sani appaiati. In

particolare nel tessuto tumorale, I’espressione appare significativamente ridotta. Questo dato
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tende a dare a questo miRNA una funzione regolatrice negativa nei tessuti sani, che viene
parzialmente persa nel caso di trasformazione neoplastica della cellula stessa.

Date queste premesse ¢ stato opportuno valutare in ultimo I’influenza dei singoli genotipi
sull’espressione del miRNA stesso.

Ancora una volta, mentre per i miR-146a, miR-149 e miR-196a2 non siamo riusciti a dimostrare
alcuna variazione significativamente associata ad uno specifico genotipo o allele, nel caso del
miR-499, il genotipo GG da solo o in combinazione GG/AG tende ad influenzare 1’espressione
del miRNA stesso. In particolare, 1’allele G sembra determinare una diminuzione significativa

dell’espressione.

Possiamo genericamente concludere che il miR-499 puo determinare un’azione importante nel
favorire un aumento del rischio del carcinoma del colon-retto, probabilmente attraverso la
presenza di uno specifico genotipo che svolge la sua azione carcinoma favorente attraverso la
parziale inibizione dell’espressione del miRNA stesso.

Non possiamo ovviamente escludere, ma nemmeno comprovare allo stato attuale, che la
presenza della specifica variante di sequenza possa invece avere un’azione diretta tramite

modificazione del grado di omologia tra miRNA e mRNA target.
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12. EPIGENETICA E MICRORNA

12.1 Epigenetica

La cromatina ¢ una struttura altamente
ordinata  costituita  da  ripetizioni
nucleosomiche connese al DNA; ¢
costituita da DNA, istoni e proteine non
istoniche, condensate all’interno di
complessi nucleoproteici funzionanti da
templato per tutta I’informazione genetica
degli eucarioti [316]. La cromatina ¢&
divisa in due distinti stati conformazionali:

1) eterocromatina, densamente compattata

THE LANCET Oucology, Vol 4 June 20403

e trascrizionalmente inattiva; 2)

Figura 72 Struttura chimica della 5'Metilcitosina

eucromatina, decondensata e

trascrizionalmente attiva. Con il termine epigenetica si intendono tutti quei meccanismi di
regolazione dell’espressione genica ereditabili mitoticamente e meioticamente senza nessuna
alterazione della sequenza del DNA [317]. La regolazione epigenetica di solito prevede la
metilazione del DNA e le modificazioni istoniche; entrambi questi meccanismi hanno un ruolo

importante nella regolazione genica, nello sviluppo e nella carcinogenesi [318,319,320].
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Figura 73 Sequenza del DNA metilata

Q

La metilazione del DNA ¢ un processo normalmente usato dalle cellule di mammifero per
mantenere un normale pattern di espressione; & coinvolta nella regolazione dell’espressione dei
geni sottoposti ad imprinting e all’inattivazione del cromosoma X [321,322,323]. La

metilazione del DNA accade quasi esclusivamente su una citosina in un dinucleotide CpG ed ¢
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ottenuta attraverso 1’aggiunta di un gruppo metile in posizione 5 dell’anello della citosina

mediato dalle DNA metiltranserasi (DNMT) (Fig 72-74).

NH, NH.,
CH,
‘ N DNMTs ‘ SN
N)\D N/RD
cytosine S5=methylcytosine

Figura 74 Meccanismo di metilazione del DNA

I'siti CpG sono distribuiti in modo asimmetrico all’interno del genoma; infatti si trovano regioni
povere e regioni ricche di CpG chiamate “isole CpG” [324,325], spesso localizzate nella regione
del promotore della meta di tutti i geni codificanti per proteine.

La maggior parte del genoma & piuttosto scarsa di CpG a causa della mutagenicita delle citosine
metilate; infatti una citosina metilata pud andare incontro a deaminazione spontanea diventando

una guanina (Fig 75) [317,326].
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Figura 75 Isole CpG non metilate all’interno del promotore genico induce 1’attivazione della trascrizione genica;
Isole CpG metilate all’interno del promotore genico causa il silenziamento trascrizionale

Le isole CpG normalmente rimangono non metilate, mentre gli sporadici siti CpG nel resto del
genoma sono normalmente metilati. C’¢ una graduale inversione del pattern di metilazione
durante I’invecchiamento che induce una metilazione sporadica delle isole CpG e una perdita

globale di metilazione; questo cambiamento ¢ particolarmente pronunciato durante la

carcinogenesi (Fig 75 e 76) [317,327].
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Figura 76 Cambiamenti dello status di Metilazione del DNA durante I’invecchiameto, ma soprattutto durante la
cancerogenesi

La metilazione dellle isole CpG nella regione del promotore spesso € associata al silenziamento
genico, e ’alterata metilazione del DNA accade nella maggior parte dei tumori causando il

silenziamento di alcuni geni oncosoppressori (Fig. 77) [318,327].
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Verma and Srivastava (2003) Lancet Oncology.

Figura 77 Meccanismo di silenziamento di un gene oncosoppressore
Attivazione di un proto-oncogene

[134]



ESPRESSIONE E METILAZIONE
DEI MIRNA NEL CRC

12.EPIGENETICA E MICRORNA

Metilazione de novo

Dnmt3a 1 Dnmt3hb

Demetilazione attiva

1
1
' \
o o :

: : 1
Demetilazi(')ne passiva

\/

Mantenimento _della metilazione

Nature reviews |Genetics

Ci sono tre principali

enzimi coinvolti nello
stabilire e nel mantenere i
pattern di metilazione: le
DNMT3A e 3B sono le
metiltranserasi de novo, e
le DNMT1 che assicurano
della

DNA

il mantenimento
metilazione del
copiandola fedelmente

durante ogni divisione

cellulare (Fig.78) [328].

Figura 78 Rappresentazione schematica della funzione delle DNA metiltransferasi

La modificazione degli istoni, soprattutto le modificazioni post-trascrizionali dei domini delle

code amino-terminali sono importanti meccanismi epigenetici che controllano 1’espressione

genica [317]. Certe modificazioni istoniche, come I’acetilazione degli istoni, sono associate ad

un’attiva trascrizione genica, mentre altre, come la metilazione dell’istone H3 nella lisina 9

(H3K9) ¢ un indicatore di cromatina condensata e inattiva (Fig. 79) [317, 329,330].
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Figura 79 Acetilazione istonica e regolazione della trascrizione genica

Sembra che la metilazione del
DNA e le modificazioni istoniche
cooperino nel controllare
I’espressione genica. Per esempio,
la metilazione dell’istone H3 sulla
lisina 9 puo essere innescata dalla
metilazione del DNA
[331,332,333]; le DNMT sono

state viste interagire con l’istone

deacetilasi (HDAC), con I’istone

metiltransferasi e con le proteine leganti le citosine metilate (Tab.27) [334,335,336].
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Caralrferisfica Cromatirna affiva Cromarira
marriva

Conformaszione Estesa, aperta Condensata
della cromatinag

AMe tilazione de/ Poco metilata Metilata

ONA specialmente

nelle regioni del

premotore
Acefifaziorne Istoni acetilati Istoni non
degli istor/ acetilati

Tabella 27 Caratteristiche della cromatina attiva ed inattiva

E’ sempre piu evidente 1’associazione tra alterazioni epigenetiche, come I’ipermetilazione del
DNA e le malattie umane, compreso il tumore; a differenza dei cambiamenti genetici che
causano il tumore, le modificazioni epigenetiche dell’espressione genica coinvolgono

generalmente pit di un gene [317].

Molti farmaci hanno effetti nell’invertire le anomalie epigenetiche che accadono durante la
carcinogenesi, e sono divisi in due classi: 1) gli inibitori della metilazione del DNA ; 2) gli
inbitori delle HDAC [317,337]; questi farmaci sono una grande speranza nel miglioramento

della terapia antitumorale[338].
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12.2 Espressione dei MiRNA regolata dai Meccanismi
Epigenetici

L’espressione dei microRNA pud essere alterata da diversi meccanismi: il primo ¢ quello delle
anomalie cromosomiche, come suggerito dalle evidenze che i miRNA sono frequentemente
localizzati nei siti fragili del genoma, molti dei quali coinvolti nelle alterazioni tumorali [62]; il
secondo meccanismo & quello delle mutazioni [57] e dei polimorfismi (Fig.80) [176].

Tuttavia Dalterazione dell’espressione dei miRNA puo essere causata da difetti nel loro
meccanismo di biogenesi, ad esempio a causa di un’alterata attivita di Drosha o Dicer in diversi
tipi di tumori[ 60,67,339,340], o per I’alterazione dell’attivita di diversi fattori trascrizionali

(Fig.80) [217,341,342].

MV lorio et al. ( Biochimica et Biophysica Acta 1799 {2010) 694-701
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Figura 80 Meccanismi che possono alterare la regolazione dei miRNA

Mature miR

In aggiunta, anche i meccanismi epigenetici, come la metilazione del promotore o I’acetilazione
degli istoni, possono modulare I’espressione dei miRNA e 1’alterazione dei livelli dei miRNA ¢

stata trovata in diverse malattie, tra cui il cancro (Fig.80 e tab. 28).
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Epigenetically regulated microRNAs.

miRNA Location Tissue type Target References
miR-127 1493231 Bladder cancer BCLE Saito et al. [37]
miR-9 1922 (miR-9-1) Breast cancer Lehmann et al. [38]
50143 (miR-9-2) Metastases Lujambio et al. [40]
15026.1 (miRk-9-3)
miR-34bjc 11g23.1 Colorectal cancer CDK6, c-MYC; E2F3 Toyota et al. [39]
Metastases Lujambio et al. [40]
miR-148a 7p152 Metastases TGIF2 Lujambio et al. [40]
Breast cancer Lehmann et al. [38]
Cervical cancer DNMT3b Duursma et al. [68]
Cholangiocarcinoma DNMT1 Braconi et al. [69]
miR-203 14g32.11 ALL ABL1 Bueno et al. [41]
miR-200¢/ miR-141 12p1331 Breast, prostate cancer Vrba et al. [42]
let-7a-3 22q1331 Lung cancer IGF2 Brueckner et al. |46]
Owarian cancer Lu et al. [48]
miR-21 179232 Owarian cancer lorio et al. [47]
miR-1 20913.33 (miR-1-1) HCC FOXP1, MET, HDAC4 Datta et al. [50]
18q112 (miR-1-2)
miR-124a 8p23.1 (miR-124a-1) Colorectal cancer CDK6 Lujambio et al. [51]
8q123 (miR-124a-2) ALL Agirre et al. [56]
20g1333 (miR-124a-3) Roman-Gomez et al. [55]
Gastric cancer Ando et al. [53]
miR-107 1092331 Pancreatic cancer CDK6 Lee etal [52]
miR-181c 19313 Gastric cancer NOTCH4, KRAS Hashimoto et al. [54]
miR-223 Xqi2 AML NFI-A, MEF2C Fazi et al. [58]
miR-512-5p 19q13.42 Gastric cancer MCL1 Saito et al. [60]
Let-71 12q14.1 Cholangiocytes TLR4 O'Hara et al. [61]
miR-342 149322 Colorectal cancer Grady et al. [62]
miR-126 9q343 Bladder cancer Saito et al. [60]
Prostatic cancer
miR-370 1493231 Cholangiocarcinoma MAP3IKS Meng et al. [70]
miR-449a, b 5q11.2 (miR-449a) Ostepsarcoma CDK6, CDC25A Yang et al. [79]
(miR-449b)
Prostatic cancer HDAC1 Noonan et al. [78]

Tabella 28 miRNA regolati Epigeneticamente

Un’analisi approfondita delle sequenze geniche dei miRNA ha dimostrato che la meta di loro ¢
associata a isole CpG, suggerendo che i miRNA possono essere soggetti a questo meccanismo
di regolazione[107].

Per analizzare la metilazione dei miRNA si deve analizzare il loro promotore che in piu del
90% dei miRNA ¢ localizzato ad una distanza di 1000bp dalla loro sequenza matura [343].
Alcuni studi hanno dimostrato che un’alterazione dello status di metilazione ¢ responsabile
dell’alterazione dell’espressione dei miRNA nel cancro, come il silenziamento di miRNA
oncosoppressori. Infatti trattando le cellule tumorali di vescica T24 e fibroblasti umani con gli
inibitori delle DNMT (5-Aza-2’-deossicitidina), Saito et al, hanno osservato una up-regolazione
del miR-127, miRNA caratterizzato da un’isola CpG a livello del suo promotore, che ha come
target il proto-oncogene BCL-6, silenziato in diverse cellule tumorali [64]. Con lo stesso
approccio di riconoscere il silenziamento epigenetico dei miRNA indotto dal rimodellamento
della cromatina tramite somministrazione di farmaci, € stato dimostrato che il miR-9-1 &
ipermetilato e conseguentemente, downregolato nel tumore della mammella [112] cosi come il
miR-34b e miR-34c nel CRC [344]. Inoltre 1’alterata metilazione del miR-9, miR-34b e miR-
34c, insieme con il miR-148a, sono stati correlati con le metastasi; I’espressione dei 4 miRNA ¢
stata indotta trattando le cellule tumorali metastatiche linfonodali con agenti demetilanti e la
riespressione del miR-148a e del miR-34b/c nelle cellule tumori attraverso I’inattivazione
epigenetica, ha inibito la loro motilita, ha ridotto la crescita tumorale e ha compromesso la
formazione delle metastasi in un modello xenograft, con un’associata downregolazione dei

target oncogenici dei miRNA, come C-MYC, E2F3, CDK6 e TGIF2. 1l coinvolgimento
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dell’ipermetilazione dei miR-148a, miR-34b/c e miR-9 nella formazione delle metastasi ¢ stato
evidenziato anche in tumori primari umani [114]. Un meccanismo di silenziamento esercitato
dall’ipermetilazione del promotore ¢ stato riportato anche per il miR-203, che ha come target
ABLI; il miR-203 ¢ capace di ridurre i livelli della proteina di fusione BCR-ABLI1 e di inibire
la proliferazione cellulare nella leucemia linfoblastica acuta [345]. Piu recentemente ¢ stato
osservato un meccanismo di silenziamento anche per il cluster miR-200c/miR-141 [346];
considerato il ruolo esibito dalla famiglia dei miR-200 nella regolazione della transizione
epiteliale-mesenchimale, questo studio suggerisce che 1’alterazione epigenetica potrebbe
controllare la conversione fenotipica nella cellula normale, giustificando I’alterata espressione
di questa famiglia di miRNA osservata nei tumori [347,348,349]. Al contrario 1’overepressione
di miRNA oncogenici nel cancro pu0 essere dovuta all’ipometilazione osservata ad esempio
nell’adenocarccinoma polmonare per let-7a-3 o nel tumore ovarico epiteliale per il miR-21,
overespressi nel tessuto tumorale rispetto a quello sano [109]. Quindi il silenziamento di
oncosoppressori o I’attivazione di oncogeni attraverso rispettivamente 1’iper- e 1’ipometilazione
del DNA rappresenta un meccanismo usato dalla cellula tumorale per favorire la sua
sopravvivenza, la sua proliferazione e la progressione della malattia. [338]. E’ interessante
osservare come il let-7a-3 risulta ipometilato nel tumore del polmone, dove la sua riattivazione ¢
associata con un aumento del fenotipo tumorale e con cambiamenti nel profilo di espressione di
oncogeni [350]; mentre ¢ stato recentemente descritto ipermetilato nel tumore ovarico, dove il
suo silenziamento correla con una diminuzione dell’espressione del IGF-II e una prognosi
migliore [351]. Questi studi hanno dimostato che probabilmente la regolazione epigenetica ¢
tessuto specifica, cosi come 1’espressione dei miRNA e il loro ruolo biologico. La regolazione
della metilazione dei geni dei miRNA puo essere esercitata anche da specifiche DNMT, come
osservato nel caso del miR-1, metilato nelle linee cellulari provenienti dal carcinoma
epatocellulare e nel tumore primario, ma non nel corrispondente tessuto sano dove ¢ risultato
ipometilato e quindi espresso nelle HCT116 DNMTI1-/-, ma non nelle cellule
HCT116DNMT3b-/-, indicando un ruolo chiave della DNNMT1 nella sua metilazione [352].

Un approccio simile €& stato impiegaato per identificare 1 miRNA regolati epigeneticamente,
analizzando il loro profilo di espressione nelle cellule tumorali di colon deficienti per DNMT1 e
DNMT3b; tra i 18 miRNA overespressi rispetto alle cellule wild-type, solo uno € non metilato a
livello della mucosa sana ma ipermetilato e quindi silenziato nel tumore, ed ¢ il miR-124a,
incluso in una grande isola CpG; il suo target ¢ CDK6, che media la fosforilazione del gene
oncosoppressore RB [110]. Un altro miRNA regolato epigeneticamente che ha come target
CDKG6 nei tumori pancreatici & il miR-107 [353]. La metilazione del miR-124 ¢ stata correlata

con la predisposizione al tumore gastrico principalmente indotto da Helicobacter pylori [354].
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Nella carcinogenesi del tumore gastrico ¢ stato recentemente osservato il silenziamento genico
del miR-181c a causa dell’ipermetilazione del DNA [355]. Un’ alterata regolazione epigenetica
dei miRNA ¢ stata descritta anche in pazienti affetti da leucemia linfoblastica acuta (ALL);
Roman-Gomez, et al [356] hanno identificato 13 miRNA contenuti all’interno di un isola CpG e
repressi trascrizionalmente nella ALL. Tra i miRNA riattivati dopo il trattamento con agenti de
metilanti ¢’¢ il miR-124a, trovato ipermetilato nel 59% dei pazienti; inoltre, I'ipermetilazione
del miR-124a ¢ associato con una maggior probabilita di recidive e un piu alta tasso di
mortalita, essendo un indicatore prognostico[357]. Una interessante dimostrazione di come i
fattori tarscrizionali possono regolare 1’espressione dei miRNA coinvolgendo i fattori
trascrizionali a livello della regione del promotore ¢ stato descritto da Fazi et al, dimostrando
che I’oncoproteina di fusione AML1/ETO, (un prodotto anomalo della traslocazione t(8;21) che
si verifica in AML) si lega alla regione del pre-miR-223 e silenzia epigeneticamente
I’espressione del miRNA maturo attraverso il reclutamento degli enzimi rimodellanti la
cromatina [118]. La metilazione del DNA non ¢ I’unico meccanismo epigenetico che agisce
sull’espressione dei miRNA: Scott et al [65] hanno osservato nelle cellule SKBR3, provenienti
dal carcinoma della mammella, che I’inibizione dell’istone deacetilasi ¢ seguita dalla rapida e
ampia alterazione de livelli dei miRNA. Il trattamento con inibitori delle DNMT come la 5-aza-
2’-deossicitidina (5-Aza-CdR o DAC) e gli inibitori dell’istone deacetilasi, 1’acido 4-
fenilbutirico (PBA) inducono la riespressione del miR-512-5p silenziato, con la conseguente
soppressione di Mcl-1 e inducono apoptosi nelle cellule tumorali gastriche[358]. Piu
recentemente, il complesso di repressori NFkappaB p50-C/EBP beta ¢ stato dimostrato legarsi
al promotore di let-7i successivamente agli stimoli microbiologici, promuovendo la
deacetilazione dell’istone H3 e il silenziamento genico del miRNA[ 359]. Un questione
importante che deve essere chiarita ¢ la connessione tra i miRNA e i loro geni ospiti. Un
miRNA pud essere contenuto all’interno di introni o esoni di uno specifico gene o risiede in
regioni intergeniche.

I miRNA intronici, detti mirtroni[97,360], sono dei trascritti derivanti da piccoli introni e
processati indipendentemente da Drosha, possono avere il loro promotore o essere co-regolati
all’interno del gene ospite e quindi soggetti allo stesso controllo epigenetico, come riportato per
il miR-342, localizzato in un introne di EVL (Ena/Vasp-like gene) [289], o per il miR-126
upregolato dal trattamento gli inibitori delle DNMT e degli HDAC insieme ad uno dei trascritti
genici ospiti, EGFL7 [361].

L’ipermetilazione delle isole CpG non ¢ sempre un’alterazione correlata con una malattia
specifica [362]; il profilo epigenomico ha rivelato che molte regioni con metilazione cancro

specifica sono localizzate adiacenti alle isole CpG in regioni a bassa densita di di nucleotidi
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CpG, chiamate sponde (shores) CpG [ 363]. L’ ipermetilazione di queste sponde sembra essere
importante nella regolazione dell’espressione genica.

L’esistenza dei farmaci epigenetici, come gli inibitori delle DNMT e gli inibitori delle HDAC,
capaci di invertire I’alterata metilazione o lo status di acetilazione, aumenta la possibilita di
regolare i livelli dei miRNA, per ripristinare per esempio [’espressione dei miRNA
oncosoppressori, in modo da invertire il fenotipo tumorale. L’interazione tra i miRNA e i
meccanismi epigenetici ¢ complicato dal fatto che i miRNA possono regolare anche le molecole

coinvolte nella metilazione DNA o nell’acetilazione degli istoni [338].
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12.3 Epi-MiRNA

I miRNA possono regolare 1’espressione delle molecole della macchina epigenetica, creando un

meccanismo di feedback altamente controllato.

N

L’alterata espressione di questi miRNA

chiamati “epi-miRNA”, ¢ stata collegata allo sviluppo e alla progressione tumorale (Fig. 81).

miRNAregolati Epigeneticamente

Epi-miRNA

Figura 81 miRNA regolati epigeneticamente e Epi-miRNA

Le prime evidenze dell’esistenza degli epi-miRNA ¢& stata riportata nel tumore del polmone,

dove la famiglia del miR-29 ha come target le le DNA metiltransferasi de novo DNMT3A e -

3B [364], e il mantenimento della DNMT 1, anche se indirettamente attraverso le regolazione

del transattivatore Sp1 [365].

Epi-miRNAs.
miRNA Location Tissue type Targets References
miR-29a, b, 79323 (miR-29a) Lung cancer DNMT-3a, -3b Fabbri et al. [13]
79323 (miR-29b-1) AML DNMT-3a, -3b, Sp1 Garzon et al. [65]
1q322 (miR-29b-2)
19322 (miR-29¢)
miR-290 cluster TaAl Mouse E5 cells RBL2 Benetti etal. [66]
Sinkkanen etal [67]
miR-K12-4-5p KSHV virus RBL2 Lu et al. [80]
miR-148a, b 7p15.2 (miR-148a) Cervical @ncer DNMT3b Duursma et al. [68]
12g13.13 [miR-148b)
Cholangiocarcinoma DNMT1 Braconi et al. [69]
miR-152 17q2132 Cholangiocarcinoma DNMT1 Braconi et al. [69]
miR-301 179232 Cholangiocarcinoma DNMT1 Braconi et al. [69]
miR-101 1p31.3 (miR-101-1) Prostatic cancer EZH2 Varambally etal. |74]
9p24.1 (miR-101-2) Bladder cancer Friedman et al. [ 73]
mik-1 20q1333 (miR-1-1) Skeletal mussle tissue HDAC4 Chen et al. [76]
189112 (miR-1-2)
miR-140 8gD3 Mouse cartilage tissue HDAC4 Tuddenham et al. [77]
miR-449a 5q112 Prostatic cancer HDACT Moonan et al. [ 78]

Tabella 29 Epi-miRNA
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Come detto precedentemente, il miR-148 ¢ modulato epigeneticamente [112,114] e ha come
target la DNMT?3b legandosi alla sua regione codificante (e non al 3’UTR) [366]; le evidenze
sperimentali suggerisco 1’esistenza di un possibile loop tra la macchina epigenetica e la
regolazione dei miRNA. Braconi et al [367], hanno dimostrato che la DNMT1 ¢ direttamente
regolata dal miR-148a, insieme con il miR-152 e il miR-301 nel colangiocarcinoma. La
downregolazione della DNMTI1 attraverso la transfezione del miR-148a e del miR-152 ha
permesso di ripristinare 1’espressione dei geni oncosoppressori sensibili alla metilazione come
Rassfl e pl6INK4a. Un altro miRNA con proprieta oncosoppressive collegato alla macchina
epigenetica ¢ il miR-101, downregolato in diversi tipi di tumore, come nel tumore ovarico
[109], e nel carcinoma del colon, dove il suo target ¢ COX-2 [368]; nel carcinoma
epatocellulare [369], induce apoptosi e inibisce la crescita silenziando Mcll. Come
recentemente dimostrato sia nel tumore della vescica che in quello della prostata [370,371], il
miR-101 ¢ capace di modulare direttamente 1’espressiose di EZH2, subunita catalitica del
complesso repressivo polycomb 2 (PRC2), mediando il silenziamento epigenetico attraverso la
trimetilazione dell” istone H3 lisina 27 e alterando i geni oncosoppressori silenziati nel tumore.

Anche gli enzimi che regolano I’acetilazione degli istoni possono essere diretti dagli epi-
miRNA; ad esempio il miR-1 (coinvolto nella miogenesi e nello sviluppo di diverse patologie) e
il miR-140 ( alterato in diverse tipi di tumori come quello ovarico [109] e nelle cellule tumorali
di colon) [372] hanno come target HDAC4 [373,374]; mentre la regolazione di HDACI1 ¢
direttamente mediata dal miR-449a. La transfezione del miR-449a causa il blocco del ciclo

cellulare, 1’apoptosi e un fenotipo senescente nelle cellule tumorali di prostata (Tab. 29) [375].
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12.4 MiR-34 e il suo coinvolgimento in diverse patologie

N

o La famiglia del miR-34 umano ¢ composta da 3
o
;-*g a membri: il gene che codifica il miR-34a ¢
";g localizzato sul cromosoma 1p36 (Fig. 82, 83),
(54
4 mentre il miR-34b e il miR-34c sono localizzati
rispettivamente nell’introne 1 e nell’esone 2 sul
c;: cromosoma 11g23. I miR-34b e -34c sono co-
% trascritti da un singolo trascritto primario, da cui
§ deriva il miR-34b/c maturo (Fig. 84 e 85) [376,377].
#0
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Figura 83a: miR-34a: localizzazione Cromosomica
b: pre-miR-34a: in rosa le sequenze mature
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Figura 84 c: miR-34b: localizzazione cromosomica
d: pre-miR-34b: in rosa le sequenze mature
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Figura 85 e: miR-34c: localizzazione cromosomica
f: pre-miR-34c: in rosa le sequenze mature
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Quindi ci sono due loci per i miR-34: uno codifica per il miR-34a e I’altro codifica sia per il
mir-34b che per il -34c; la regione del promotore di entrambi i loci contiene un sito di legame

per p53 (Fig. 86) [215].

miR-34a locus: ~30 kbp miR-34a

]
Chr. 1p38 —E&J—//—E@—E‘ E2 -+

CpG island

miR-34b/e locus:
BTG4 miR-34b miR-34¢

Chr. 11923
|

CpG island

b hea-miR-34a 5 -TEECAGIETC -TIAGCTEGTIET-3 7
haa-miR-34b 5 -TAGGCAGUAUCATTAGCTAATTE-2 7
hea-miR-34¢ C' - MEGCAGUATAGTUUAGCTARTTIEC-3 7

Figura 86 Confronto fra i membri della famiglia dei miR-34: miR-34a e miR-34b/c.

a) Struttura dei loci dei geni dei miR-34a e miR34b/c. I rettangoli bianchi e neri rappresentano rispettivamente gli
esoni e i miRNA, i rettangoli bianchi con le linee parallele indicano i siti di legame di p53; le isole CpG sono
rappresentate da linee spesse nere.

b) Allineamento delle sequenze mature dei miR-34a, miR-34b e miR-34c

Secondo diversi studi sembra che i fattori di trascrizione e 1’oncosoppressore p53 siano capaci
di transattivare i geni della famiglia dei miR-34 [215,217,342,378,379,380]; infatti la loro
overespressione ¢ direttamente indotta da p53 in risposta a DNA danneggiato o a stress
oncogenici (Fig. 87) [215].

La famiglia dei miR-34 risulta downregolare diverse proteine regolatorie (come BCL2, ciclina

D1 ecc), mediando presumibilmente una funzione oncosoppressiva (Fig 87) [381].
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Figura 87 Ruolo svolto dalla famiglia dei miR-34 nel cancro.
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In un modello murino, il miR-34a & ubiquitariamente espresso nei tessuti, con una piu alta
espressione nel tessuto cerebrale [382], mentre il miR-34b/c ¢ principalmente espresso nei
tessuti polmonari [380]; queste analisi hanno mostrato che il miR-34a ¢ espresso a livelli pil alti
rispetto al miR34b/c, ad eccezione del polmone, in cui il miR-34b/c ¢ espresso maggiormente.
Quindi i geni dei due miR-34 presumibilmente hanno una funzione tessuto-specifica [381].

Inaspettatamente 1’espressione ectopica della famiglia dei miR-34 ha effetti drastici sulla
proliferazione e sulla sopravvivenza, causando un arresto del ciclo cellulare in fase G, [308]; in
aggiunta il miR-34b/c inibisce la proliferazione e la formazione di colonie in soft agar [308].
Inoltre I’introduzione del miR-34a e del miR-34b/c nei fibroblasti primari diploidi umani induce
la senescenza cellulare [215] e un blocco permanente del ciclo cellulare (importante per il
processo di invecchiamento) [383]. Poiche il blocco del ciclo cellulare e 1’apoptosi sono comuni
end point dell’attivazione p53, i geni dei miR-34 possono essere potenti mediatori
oncosoppressivi attraverso p53. Attraverso 1’induzione ectopica dei diversi membri della
famiglia dei miR-34 in diverse linee cellulari, & stato possibile rilevare centinaia di target ad
mRNA dei miR-34 downregolati [215,217,380], in particolare quelli coinvolti nella regolazione
del ciclo cellulare e nella risposta al DNA danneggiato, tra questi CDK4/6, la ciclina E2, MET e
Bcl2 (Tab 30) [215,380]. L’alta similarita tra i 3 membri della famiglia del miR-34 ( Fig. 86.)
permette al miR-34a e al miR-34b/c di agire sugli stessi target [215] , tuttavia ci possono essere
delle differenze nell’affinita tra i diversi target dovuti alla perfetta omologia tra la sequenza del
miRNA e il 3’-UTR del gene target, come nel caso di c-MYC, che sembra essere regolato
principalmente da miR-34b/c [114,384,385]; questo puo essere spiegato da una maggiore
complementarieta tra la sequenza seed del miR-34b e la sequenza nel 3’UTR in c-MYC, quando

viene confrontato con il miR-34a (Tab sotto, Fig 86 e Tab 30.).
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Gene name Sequence alignment between the miR-34 Expected biological effect after
target mRNA (upper sequence) and species® miR-34-mediated repression
miR-34 (lower sequence)

Direct miR-34 targets”

Bel-2 5 -UCGRAUCAGCUAUUUACUGCCA -3 miR-34a Apoplosis

GAUUCUGUGACGGU -
CCND 1 5 -UUUACAAUGUCAUAUACUGOCA -3 miR-34a G-arrest

3 -UGUUGS

3 -UGUUGGUCGAUUC UGUGACGGU -5

CCNE2 5 -CAAUUC ALMJUUALHLUL. miR-34a Gy-arrest
u[l I ! (miR-34b,
-UGUUGGUCGAUUC -5 miR-34dc)
COK4 5 -CUGAGCAAUGGAGUC CA- miR-34a Gi-arrest
! ! {miR-34b,
~UGUUGGUCGAUUC UG J-5' mif-34c)
COKB 5 -UAUAACUACRUAUUGACUGCCA-3 miR-34a Giq-arrest
[TT1 miR-34b
3 -UGUUGGD JUCUGUGACGEU -5
5' -GCAGUGUGGAAAUTL -3
3 -UGUUGGUCGAUUC UGUGACGEU -
CREB 5 -UUUUCUAUGOGCARAACT G miR-34b Inhibition of proliferation
3’ -GUUAGUCGAUUACUGUGACGGAL -5
DiLi 5 -CCABCCGCCUGCEACACUGCT-3 miR-34a Influence on Notch signaling
¥ -UGUUGGUCGAUTC U ]-5
5 -AUUAGARACACARACACUGCOU- 3
3 -UGUUGGUCGAUUC 1-5
E2F3 ’MUUML‘UL‘GUHMLHL' -3 miR-34a Inhibition of proliferation, senescence
miR-34¢
3’ -UGUUGGUCGAUUCT J-5'
MET 5 -UCCARUGGUUUULUCACUGCU -3 miR-34a Gi-arrest, inhibition of invasion and migration
111 miR-34b
3 -UGUUGGUCGAUUC UGUGACGEU -5 miR-34c
5 -AAUUAGAUACUUGUCACUGCCU-3
3 -UGUUGGUCGAUUC UGUGACGEU
c-MYC 5 -uu UAAUGUARACL miR-34b Gi-arrest
miR-34c
3 -GUURGUCGAUUAC UG
N-MYC 5 -CARAACUGGACAGUCACUGCCA miR-34a G-arrest
3 -UGUUGGUCGAUUC UGUGACGEU - 5
5 ~UGUACURAUDCUUACACUGCOU -3
3’ -UGUUGGUCGAUUCUGUGACGEU - 5
SIRT1 5 -CCAGCUAGGACCAUUACUGCCA-3 miR-34a Increased p53 acetylation and activation

(positive feedback loop)
! ~UGUUGGUCGAUUC UG -5

Genes downreguiated after ectopic mifi-34 expression”

CAVI 5 -GAACCARCARCCUCAACUGCCUA-3' miR-34b, Inhibition of migration
miR-34¢
3 -GUURGUCGAUUAC UG -5
CDG25C 5 -ARGUCACCARAAGACACUGCAG-3 miAR-34a Gez-arrest

3'-UG UUGGL&GhUULUﬂM& 5

E2F5 5/ - UBGUCUUAUAUUUUUACUGOCA -3 miR-34a Transcripticnal activation

3'- UGUUGEUCEAUUC UGUBACEGU -5’

5/ - UCCARACRGACGUUCACUGCCA -3

3/ -UGUUGGUCGAUUCU ju-5'
HOMX 5'-CCACUGCACUUGGC CACUGCCA -3 miR-34a Increased p53 activity
3 -UGUUGGUCGAUUCY -5/
HMGA2 - UUGAAGGGAGARGACACUGCAG-3' miA-34a Inhibition of preliferation, senescence

3 -UGUUGEUCGAUUC UGUGACERU -5’

MYE 5/ - UAUGACGGUGUACUUACUGCC - miR-34b, Inhibition of proliferation
IIIIIII mif-34c
GUUAGUCGAUUACUGDGACGGAU- 5
Noicht 5/~ AUUUUACACAGAAACACUGCCU -3/ miR-34a Inhibition of proliferation, apoptesis

UUCUGUGACEGU -5’

5'-UUUCUQGGEAARG

3 -UGUUGGUCGAUUC L‘JIMJ{L}GL‘ 5

SFRS2 5 - GUGCAGCCAUUACACACAGCCUA-3' miR-34b, Influgnce on miRNA metabolism
miR-34c
3/ -GUUAGUCGAUUACUG -5

Tabella 30 Target dei miR-34

L’induzione dei geni miR-34 permette a p53 di regolare ’espressione di un grande numero di

proteine, anche dopo che il loro trascritto ¢ stato sintetizzato; questo tipo di regolazione ¢
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vantaggiosa nelle situazioni di stress cellulare, infatti non richiede la traduzione di proteine
effetrici che impiegherebbero troppo tempo per riparare al danno subito dala cellula, e facilita la
simultanea regolazione di numerosi processi indotti da p53 [386]. Il targeting degli mRNA
indotto da p53 attraverso i miR-34 puo contribuire a creare un feedback negativo per prevenire
un’incontrollata, irreversibile risposta all’ attivazione di pS3 [387]. Il blocco del ciclo cellulare,
dei processi di senescenza e dell’apoptosi sono meccanismi coinvolti nella tumorigenesi e
rappresenta un sistema di selezione positiva che consente alle cellule tumorali di evadere i
principali meccanismi oncosoppressivi.

Mutazioni inattivanti pS3, I’espressione di inibitori virali di pS3 e mutazioni o inattivazioni
epigenetiche a carico dei geni codificanti per i miR-34 sono causa dell’inattivazione permanente
dei membri della famiglia miR-34 che possono, quindi, ritrovarsi downregolati a livello delle
cellule tumorali

L’alterazione dell’espressione dei miR-34 ¢, di conseguenza, un aspetto fortemente connesso
alla perdita dei meccanismi di controllo cellulari della proliferazione e pertanto correlato alla
progressione neoplastica [381].

La ridotta o assente espressione del miR-34a ¢ stata riportata nelle linee cellulari provenienti dal
carcinoma pancreatico [217,382,388], dal carcinoma prostatico [382], da tumori della vescica
[382], dal tumore della mammella [382,389] e dal melanoma [382; quindi la downregolazione
dell’espressione del miR-34a ¢ una caratteristica comune delle linee cellulari derivanti da
diversi tipi di tumore [382]. Una downregolazione del miR-34a ¢ stata trovata anche nel tumore
del colon [277], nel neuroblastoma primario [390], nei tessuti tumorali epiteliali ovarici [377] e
nei tessuti di pazienti affetti da NSCLC, dove la sua espressione downregolata ¢ correlata con

una probabilita piu alta di recidive [391].

In particolare, la riespressione del miR-34a nei tumori primari e nelle cellule tumorali causa
apoptosi, o arresto del ciclo cellulare, con gli stessi effetti di p53 [215,217,277,342,379,390],
poiché ha come target alcuni mRNA che regolano la progressione del ciclo cellulare (E2F3) e
dell’apoptosi (BCL2) [215,380,390].

Nella maggior parte degli studi non ¢ stata ancora trovata una correlazione tra la
downregolazione/perdita di espressione del miR-34a e le mutazioni di p53 o le delezioni della
regione cromosomica dov’e localizzato il miR-34a (1p36) [390,392], ad esclusione del lavoro di
Gallardo et al, gli autori hanno evidenziato pazienti affetti da NSCLC portatori sia di mutazioni
in pS3 che di bassi livelli di miR-34a una correlazione con un aumento del rischio di recidive

[391].
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Anche Zenz et al e Mraz et al, in due lavori distinti, hanno osservato che I’espressione dei miR-
34a ¢ ridotta nella CLL; questa condizione & associata alle mutazioni di p53, alla
chemioresistenza, ad un diminuzione della risposta al DNA danneggiato e ad una diminuzione
dell’apoptosi [393,394.]. Questo implica che la misura dell’espressione del miR-34a pud essere
usata per predire la risposta alla terapia antitumorale. Infatti, il ripristino dell’attivita del miR-
34a puo essere utile per prevenire la resistenza alla chemioterapia. Dopo la somministrazione di
inibitori dell”’ MDM2, Nutlin-3, nei fibroblasti diploidi umani, & stata osservata una senescenza

indotta del miR-34a e dal miR-34b/c [395]. Nelle cellule tumorali esprimenti pS3 wild-type,

attraverso Nutlin-3 si ha I’induzione dell’espressione dei miR-34, causando 1’ apoptosi.

Per quanto riguarda il miR-34b*/c questo risulta downespresso nel 72% dei carcinomi ovarici
epiteliali con p53 mutato; inoltre la sua espressione risulta essere significativamente ridotta nei
tumori di stadio IV rispetto a quelli di III stadio (p=0.0171 e p=0.0029 rispettivamente) [377].

I membri della famiglia dei miR-34 possono indurre un blocco della crescita simile alla
senescenza quando sono overespressi nelle cellule; questo meccanismo viene indotto soprattutto
dal miR-34c[215]. I miR-34c inibisce Myc in risposta al DNA danneggiato prevenendo la
progression in fase S del ciclo cellulare; cosi il miR-34c, reprimendo Myc, evita la sintesi
continua del DNA e la proliferazione in presenza di DNA danneggiato [396]. Per esempio,
I’oncogene Ras necessita alti livelli di Myc per superare la senescenza e indurre la
trasformazione cellulare [397]. La perdita del meccanismo di inibizione di Myc, da parte del
miR-34c in risposta ad un danno al DNA puo permettere di superare il blocco della crescita e
causare una proliferazione incontrollata e instabilita genomica [398]. In un modello murino con
adenocarcinoma duttale pancreatico (PDAC), un’iniziale mutazione attivante di KRAS causa
senescenza, tuttavia, una seconda mutazione in p53 permette di superare il blocco della crescita
e induce la progressione cellulare a PDAC [399]. La mutazione di p53 induce 1’espressione di
una proteina stabile capace di avere una funzione da dominante negativo [400]; poiche il miR-
34c ¢ un gene target di p53, ¢ stato considerato che mutazioni di pS3 possono inibire il miR-34c,
causando una upregolazione di Myc, superando lo stato di senescenza. Diversamente dalla
completa perdita di p53, mutazioni di p53 che inducono I’acquisizione della sua funzione
promuovono I’invasivita e la meta statizzazione [401]. Mentre 1’ipermetilazione del promotore
del miR-34b/c ¢ stata ben documentata nelle cellule tumorali metastatiche (Tab. 31), la
funzione di questo dominante negativo di pS3 mutato nei PDAC pud essere un meccanismo

alternativo per sopprimere 1’espressione del miR-34b/c.
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. Up/downregulation % of primary tumors . . .
Cancer type Family member (compared to normal tissue) {if known] Biolegical function
. . . Inhibition of cell
Colorectal cancer miR-34k, miR-34¢ Down, Hyper-methylated 90%
growth
High grade serous i g
. : miR-34c Down, Unkown mechanism Unknown correlates with poor
ovarian carcinomas .
survival
miR-34a, miR-34p,  DoWn. Small degree of foss of Increase in G,,
Osteosarcoma heterzygosity, small degree ~20%% 1

Colon, melanoma,

head and neck, luna,

breast

Prostate

Meuroblastoma

Epithelial Ovarian
cancer

Breast, lung

miR-34¢c

miR-34k, miR-34¢

miR-34a

miR-34a

miR-34a, miR-34b,
miR-3d¢c

miR-34k, miR-34¢

of methylation

50% methylated in metastatic
primary tumaors versus 40% meth-

Down, Hypermethylated . i
bl hy ylated in non-metastatic primary

tumors
Down, Hypermethylation 79.1%
Down, Deletion of 1p36.23 ~30%

miR-34a 100% and miR-34b/c

Down, Hypermethylation and 72% in cases with p53 mutation.

copy number changes miR-3db/c reduced in advanced
tumors
Deletion of 11g23-24 ~48%

Tabella 31 Ipermetilazione dei miR-34 in diversi tumori

promeotes apoptosis

Inhibition of cell
migration

Increase in G,
promotes apoptosis

Promotes apoptosis
Decrease proliferation
and invasion in cells

with p53 mutation

Unknown

Myc ¢ coinvolto nelle metastasi [402] e recentemente ¢ stato correlato con I’attiavzione del

miR-9, un miRNA pro-metastatico [403], quindi ¢ possibile che il miR-34c agisca a monte del

miR-9 attraverso la repressione di Myc. Secondo questa ipotesi il miR-34c potrebbe avere un

ruolo chiave nel prevenire la trasformazione oncogenica e la metastatizzazione reprimendo la

traduzione di Myc (Fig. 88) [398].
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Figura 88 Il pathway tra il miR-34c e Myc e le loro funzioni biologiche
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Recentemente, in diversi studi ¢ stato dimostrato che i miR-34 possono essere silenziati in
diversi tipi di tumore a causa dell’alterata metilazione del loro promotore; uno di questi ¢ il
miR34a, frequentemente silenziato a causa di un’alterata metilazione nell’ isola CpG;
quest’isola ¢ situata tra la 100a e la 500a bp a monte della sequenza di inzio del trascritto del
miR-34a, che include il sito di legame per p53 [382]. L’ipermetilazione del miR-34a ¢ stata
osservata in diverse linee cellulari, come quelle di mammella, di polmone, di colon, di rene, di
vescica, di pancres, nelle linee cellulari e nel tessuto primario di melanoma e nel tessuto
primario di carcinoma prostatico [382]. In particolare, la riespressione del miR-34a nella linee
cellulari di prostata e di pancreas dopo il loro trattamento con gli inbitori delle DNMT (5-AZA-
2’dC) e inibitori delle HDAC (TSA) ha indotto la senescenza e il blocco del ciclo cellulare
attraverso il target di CDK6 [382].

Nelle cellule tumorali di colon il miR-34a promuove I’espressione di PUMA p53-dipendente
(una proteina pro-apoptotica) e 1’apoptosi, attraverso il targeting di SIRT1, un’enzima
responsabile della deacetilazione e dell’inattivazione di pS3, ma anche incrementando i livelli di
acetilazione di p53 [404]. L effetto pro-apoptotico del miR-34a pud essere osservato solo nelle
cellule tumorali di colon con p53 wild-type, indicando che il miR-34a promuove I’apoptosi
attraverso la cascata SIRT1-p53-PUMA [404]; il miR-34a puo anche ridurre 1’espressione di
Bcl2, sensibilizzando le cellule tumorali di colon al 5-fluorouracile [405]. Tuttavia in letteratura
esistono evidenze contrarie sul ruolo pro-apoptotico del miR-34a; ¢ stato dimostarto che il miR-
34a puo cooperare con p21 e 14-3-3 per annullare il segnale apoptotico generato dall’attivazione

di p53 [406].

In un lavoro di Toyota et al ¢ stato osservato che il miR-34b e il miR-34c sono
epigeneticamente silenziati nelle linee cellulari di CRC, causando la downregolazione del miR-
34b/c dovuta all’ipermetilazione delle isole CpG del loro promotore; trattando queste linee
cellulari con la 5-aza-2’dC si ripristina rapidamente 1’espressione del miR-34b/c [344]. Il lavoro
di Toyata ha messo in evidenza che il miR-34 ¢ inserito all’interno di un’isola CpG, e
quest’isola contiene il promotore del mir-34b/c; & un promotore bidirezionale che regola
I’espressione sia del miR-34b/c che del B-cell traslocation gene 4 (B7G4), quindi

ipermetilazione di quest’isola CpG causa il silenziamento genico trascrizionale anche di BTG4

(Fig. 89).
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Figura 89 struttura del gene di miR34b/c e modificazione istonica; BTG4 ¢ trascritto in direzione opposta del miR-
34b/c

E’ stato osservato che I’espressione ectopica di BTG4 sopprime la formazione di colonie nelle
cellule CRC, suggerendo che il miR-34b/c e BTG4 siano nuovi oncosoppressori nel CRC e la
metilazione bidirezionale di questi 2 geni sia un target frequentemente metilato nel CRC, visto
che nel 90% dei tessuti CRC risultano metilati mentre le corrispettive mucose sane non lo sono

[344].
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12.5 MiR-9 e il suo coinvolgimento in diverse patologie

) La famiglia del miR-9 umano ¢ costituita da tre
f u“s b loci genomici: il miR-9-1, localizzato sul
ﬁ cromosoma 122 (Fig. 90, 91), il miR-9-2
% localizzato sul cromosoma 5q14.3 (Fig. 92) e il
miR-9-3 localizzato sul cromosoma 15g26.1 (Fig.

93). Mentre il miR-9-1 ¢ localizzato ad una

distanza di 183bp dall’isola CpG, il mir-9-3 si

u trova all’interno di un isola CpG e il miR-9-2 &
localizzato a piu di 1000 bp dall’isola CpG [407].

Figura 90 miR-9-1
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Figura 91 a: miR-9-1: localizzazione cromosomica
b: pre-miR-9-1: in rosa le sequenze mature
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Stem-loop sequence MIO000467
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Figura 92 c: miR-9-2: localizzazione cromosomica
d: pre-miR-9-2: in rosa le sequenze mature
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Figura 93 e: miR-9-3: localizzazione cromosomica
f: pre-miR-9-3: in rosa le sequenze mature

Mature sequence MIMAT0000441
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ID PaEsillss
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Sequence

Fig. 94 Sia il miR-9-1, -9-2, -9-3 hanno la stessa sequenza matura

Secondo il lavoro di Bandres et al. il miR-9 risulta essere uno dei 5 miRNA (miR-124, miR-
129, miR-137, miR-149) downregolati nei CRC primari rispetto alle corrispettive mucose sane e

localizzati all’interno o vicino a isole CpG; il trattamento con gli inibitori delle DNMT ( 5-Aza-
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2’-dC) e con gli inbitori delle HDAC (PBA) ripristinano I’espressione di 3 dei 5 miRNA, tra cui
1l miR-9, il miR-129 e il miR-137, in 3 linee cellulari di CRC [407].

L’espressione del miR-9 ¢ inversamente correlata con la metilazione della regione del suo
promotore, infatti & stata osservata la metilazione del miR-9-1 nelle linee cellulari di CRC e nel
tumore primario CRC, ma non nella corrispettiva mucosa sana.; tuttavia, la metilazione del
miR-9-1 ¢ stata associata anche alla presenza di metastasi ai linfonodi [407].

II miR-9 insieme ad altri 3 miRNA (let-7, miR-125, miR-30) sono capaci di reprimere
Iespressione di LIN28 nelle cellule staminali embrionali (ES) e nelle cellule tumorali [408].
LIN28 ¢ una proteina legante RNA altamente conservata durante I’evoluzione (un omologo del
gene 1in-28 di C. elegans) [409,410]; questa proteina insieme a OCT4,S0X2 e NANOG sono
capaci di riprogrammare le celllule somatiche, producendo cellule staminali pluripotenti indotte
(iPS) [411]. L’espressione di LIN28 ¢ fortemente ristretta alle ES cosi come durante lo sviluppo
dei tessuti e la sua espressione diminuisce durante il processo di differenziazione
[410,412,413,414,415,416,417,418]; nei tumori umani ¢ up-regolata e funziona come promotore
della trasformazione maligna e della progressione del tumore
[419,420,421,422,423,424,425,426]. Quindi la downregolazione di questi miRNA potrebbe
essere uno dei meccanismi con cui viene riattiava LIN28 nei tumori umani[408].

In un altro studio ¢ stato osservato che la downregolazione del miR-9* sembra discriminare
specificatamente un particolare sottogruppo di pazienti affetti da Linfoma di Burkitt, in
particolare quelli senza la traslocazione di MYC; ed ¢ stato dimostrato che il miR-9* & capace di
modulare I’espressione di E2F1 e di c-Myec. In tutti questi casi ¢ stato osservato che il miR-9-1 ¢
fortemente metilato [427].

Nelle cellule tumorali di mammella il mir-9 risulta essere upregolato; ha come target diretto
CDHI1 codificante per la molecola di adesione delle cellule epiteliali E-caderina, una
glicoproteina transmembrana che forma il core delle giunzioni aderenti tra le cellule epiteliali
adiacenti [428]. Il silenziamento di CDHI1, ad opera del mir-9, causa un incremento della
motilita cellulare e dell’invasivita; infatti il miR-9 media la downregolazione dell’E-caderina
inducendo I’attivazione del signaling della B-catenina, che contribuisce ad upregolare
I’espressione del gene encoding vascular endothelial growth factor (VEGF), incrementando
I’angiogenesi tumorale. Mentre 1’overespressione del miR-9 nelle cellule tumorali della
mammella non metastatiche permette a queste cellule di formare micrometastasi polmonari nel
topo, l'inibizione del mR-9 attraverso 'uso di “miRNA sponge” nelle cellule tumorali
estremamente maligne inibisce la formazione di metastasi. L’espressione del miR-9 ¢ attivata da

MYC e MYCN, entrambi si legano direttamente al locus del miR-9-3; nei tumori umani, i livelli
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del miR-9 correlano con I’amplificazione di MYCN con il grado del tumore e con lo status
metastatico [403].

Nel tumore della cervice uterina il miR-9 e il miR-200 sono in grado di predire la sopravvivenza
nei pazienti; secondo questo studio, questi 2 miRNA potrebbero avere un ruolo regolatorio
importante nel controllo del tumore alla cervice, soprattutto il miR-200 che probabilmente ha
degli effetti sul processo metastatico attraverso 1’inibizione di diversi geni che controllano la
motilita cellulare [429].

Nell’adenocarcinoma gastico, il miR-9 ¢ downregolato; la sua overespressione sopprime la
crescita delle line cellulari di adenocarcinoma gastric (MGC803), cosi come nei tumori
xenograft derivanti da queste cellule nei topi SCID. Da analisi bioinformatiche ¢ stato possible
predirre i geni target, tra cui I’oncogene NF-kB1, il cui 3’UTR dell’mRNA contiene un sito di
legame per il miR-9. Attraverso un sistema enhanced green fluorescence protein gene reporter
(EGFP-NF-kB1 3’UTR), ¢ stato possibile valutare che 1’overespressione del miR-9 causa una
downregolazione di NF-kB1 e quindi una diminuzione dell’intesita dell’EGFP; mentre
mutazioni di NF-kB1 a carico del sito di legame per il miR-9 inibiscono la regolazione indotta
dal miR-9 su NF-kB1 e quindi I’intesita del segnale di EGFP rimane invariata; quindi i livelli
del mRNA di NF-kB1 e della sua proteina dipendono dal miR-9. Il knockdown di NF-kB1
inibisce la crescita cellulare delle MGC803 in maniera tempo-dipendente, mentre 1’espressione
ectopica di NF-kB1 puo rimuovere ’inibizione della crescita delle cellule MGC803 causata da
miR-9. Quindi il target del miR-9, NF-kB1, regola la crescita cellulare nel tumore gastico,
suggerendo invece che il miR-9 ha un’attivita oncosoppressiva nella patogenesi di questo
tumore [430].

Nei tumori endometriali I’oncosoppressore FOXO1 & downregolato rispetto all’endometrio
normale, attraverso alcuni algoritmi in grado di predire i target, sono stati identificati diversi
miRNA che potenzialmente si possono legare al 3’UTR del trascritto di FOXO1, suggerendo
che I’espressione di FOXO1 nel tumore endometriale puo essere mediata da miRNA. Per
determinare il ruolo dei miRNA sono state usate 2 linee cellulari endometriali, le HEC-1B e
Ishakawa, che esprimono FOXO1 rispettivamente ad alti e bassi livelli. L’espressione dei miR-
9, miR-27, miR-96, miR-153, miR-182, miR-183 e miR-186 nelle HEC-1B ¢ sufficiente a
ridurre la quantita di FOXO1; contrariamente, 1’espressione di FOXO1 ¢ stata ripristinata nelle
linee cellulari Ishakawa attraverso la simultanea inibizione dei miR-9, miR-27, miR-96, miR-
153, miR-182, miR-183 e miR-186, ma & accompagnata dal blocco del ciclo cellulare in G1 e
morte cellulare. Poiché diversi miRINA overespressi nel tumore endometriale possono reprimere

I’espressione di FOXO1, I’alterata espressione di questi miRNA pud causare un’alterazione nel
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controllo del ciclo cellulare e una diminuzione della risposta all’apoptosi inducendo cosi la
tumorigenesi endometriale [431].

In uno studio sul carcinoma a cellule uroteliali (UCC) €& stato analizzato il ruolo
dell’ipermetilazione delle isole CpG e delle sponde (regioni a bassa densita di nucleotidi CpG,
adiacenti alle isole CpG) nella regolazione dell’espressione di miRNA e mirtroni (miRNA
trascritti da piccoli introni e processati indipendentemente da Drosha); sono stati identificati 4
mirtroni e 16 miRNA con CpG ipermetilate tra tessuto tumorale e mucosa sana. Per diversi
miRNA, I’ipermetilazione & piu frequente nelle sponde CpG rispetto alle isole ( come per
esempio per il miR-9,-149, -210, -212, -328,-503, -1224, -1227, -1229) ed ¢ associata con il
grado del tumore, con lo stadio e la prognosi; il silenziamento epigenetico di alcuni miRNA ¢
associato con la presenza di UCC [432].

Nel carcinoma fibrolamellare (FLC), una rara variante del carcinoma epatocellulare (HCC), ¢
stata osservata un’ipermetilazione dei geni della ciclina D2 (19% ) e RASSF1A (38%) cosi
come nei geni dei miR-9-1 (13%) e miR-9-2 (23%); rispetto al HCC, i geni di APC e CDHI1 (E-
caderina) sono stati trovati non metilati negli FLC, mentre GSTP1 ha un moderato livello di
metilazione simile tra il tessuto tumorale e il tessuto circostante. Mentre nell’HCC senza cirrosi
si ha una significativa riduzione dei livelli di metilazione globale, nell’ FLC non si ¢ evidenziato

nessuna ipometilazione [433].
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13. OBIETTIVO DELLO STUDIO

L’analisi dei meccanismi di regolazione epigenetici quali la metilazione e I’acetilazione
degli istoni ha assunto un ruolo preponderante nell’identificazione di “nuovi” marker tumorali.

L’obiettivo di questo studio ¢ stato la messa a punto di una tecnica quantitativa per il
dosaggio della metilazione tramite 1’analisi di High Resolution Melt, basata sulle modifiche del
profilo di melting che intervengono in campioni di DNA diversamente metilato.

Lo studio si ¢ rivolto alla standardizzazione dei protocolli, alla verifica della loro
fattibilita, agli studi di linearita e di sensibilita. Sono state analizzate variabili come 1’influenza
del numero di CpG nel determinare le performances del dosaggio. I metodi di misura della
metilazione di due specifici microRNA (miR-34b/c e miR-9-1) sono stati applicati su campioni
di DNA appartenenti a tessuti tumorali colon-rettali e alle corrispettive mucose sane. Allo scopo
di verificare il valore dei risultati ottenuti, ¢ stata successivamente eseguita sugli stessi campioni

la valutazione del livello di espressione tramite metodo TagMan.
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14. MATERIALI E METODI

14.1 Campioni di Tessuto

Per questo studio sono stati utilizzati campioni di tessuto appartenenti a 80 pazienti affetti da
carcinoma del colon-retto. Per ogni paziente avevamo a disposizione sia il frammento bioptico
tumorale che la corrispondente mucosa sana.
Tutti i campioni, conservati in RNAlater™ (QIAGEN), sono stati congelati a -80°C fino al
momento dell’analisi.
Per eseguire I’estrazione di DNA ¢ stato utilizzato il QIAcube (QIAGEN) secondo il Tissue
Protocol del QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).
Per ’estrazione dei microRNA, abbiamo utilizzato il mirVana™ miRNA Isolation Kit
(Ambion, Austin, TX, USA), seguendo le indicazioni del protocollo.
Le concentrazioni di miRNA e DNA sono state determinate tramite 1’ utilizzo di Nanodrop® ND-
1000 Spectrophotometer.

Il tipo istologico e il grado di differenziazione sono stati valutati secondo i criteri stabiliti
dall’organizzazione mondiale della sanita (WHO) [221] e secondo la classificazione TNM

[222].

14.2 Campioni di Controllo Full Methylated e UnMethylated

E’ stato raccolto un pool di 20 ml di liquido spermatico, proveniente da diversi volontari da cui
avevamo ottenuto il consenso informato, in una falcon da 50 ml, da cui poi ¢ stato estratto il
DNA attraverso il metodo Fenolo-Cloroformio. La valutazione della quantita e della purezza del
DNA ottenuto sono state valutate tramite spettrofotometro “NanoDrop” e conservato a -80°C.
Questo campione ¢ stato utilizzato come controllo negativo per la valutazione dei livelli di
metilazione in quanto ¢ noto da letteratura che lo sperma & tipicamente “non metilato” detto
UNMETHYLATED (U, cioe 0% metilato) [434]. Come campione di controllo positivo FULL
METHYLATED (M, cio¢ 100% metilato) ¢ stato utilizzato 1’Universal Methylated DNA
(CHEMICON INTERNATIONAL) .
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14.3 Trattamento con Bisolfito di Sodio

Molti dei metodi utilizzati per determinare lo stato di metilazione a livello dei siti CpG si
basano sulla modificazione del DNA mediante il trattamento con bisolfito di sodio.

Questo agente porta ad una modificazione della sequenza nucleotidica del DNA in quanto
le citosine non metilate vengono deaminate e quindi convertite in uracile, mentre le citosine
metilate vengono lasciate inalterate (Fig. 94) [435].

Sottoponendo ad amplificazione i prodotti di DNA trattato, durante la reazione di PCR in
corrispondenza di ogni uracile si avra I’incorporazione di una timina, mentre le citosine metilate
rimarranno tali. La comparsa di una timina nell’amplificato, in una specifica posizione, indica
I’assenza di metilazione su questo residuo a livello del campione di DNA originario, mentre la

permanenza della citosina mostra la presenza della metilazione [436].
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Figura 94 Deaminazione della citosina in uracile.

Questa conversione delle basi, che permette di discriminare le citosine in base alla
presenza o meno del gruppo metile, si ¢ rivelata utile per lo studio della metilazione del DNA
portando dei vantaggi rispetto alla semplice amplificazione del materiale genomico tramite PCR
in cui i profili di metilazione non vengono conservati nei prodotti dell’amplificazione.

In seguito alla parziale depurinazione acido-catalizzata, il trattamento con bisolfito puo
portare ad un’elevata degradazione del DNA e cid pud rappresentare uno svantaggio per
I’'impiego di questo metodo, soprattutto quando la concentrazione dei campioni di partenza &
molto bassa.

Inoltre, recenti risultati hanno dimostrato che, anche quando si fa uso dei kit commerciali
per il trattamento [437], si pud avere una conversione incompleta delle basi che si aggira

tipicamente nell’ordine del 2%. Questo non solo pud condurre a falsi positivi, ma puo anche
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pregiudicare 1’analisi quantitativa portando ad una sopravalutazione dei livelli di metilazione
[438] specialmente quando il materiale di partenza contiene bassi livelli di metilazione.
Tutti i campioni di DNA ottenuti con le precedenti estrazioni, sia per quanto riguarda controlli
FULL METHYLATED (M) e UNMETHYLATED (U) che i campioni CRC e corrispettive
mucose sane, sono stati sottoposti al trattamento con bisolfito di sodio.

Il trattamento con il bisolfito di sodio provoca un’alterazione della sequenza nucleotidica

a livello dei siti CpG. (Fig. 95).

DNA NON Metilato 5'.. GUGGAUUGUG..
DNA Metilato 5..GCGGAUCGCG..

Figura 95 Il trattamento con bisolfito di sodio.

L’intera procedura che porta alla conversione del DNA ¢ eseguita con il kit Epitect
Bisulfite Kit (QIAGEN) osservando il protocollo da loro fornito per il DNA a basse
concentrazioni ( da 1 ng a 500 ng);.¢ composta principalmente da due fasi: una prima fase di
trattamento seguita dalla successiva fase di purificazione. I campioni vengono poi conservati a -

20°C.
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14.4 Allestimento dei Punti Curva

Dopo esser stati sottoposti al trattamento col bisolfito, volumi diversi dei controlli FULL
METHYLATED (M) e UNMETHYLATED (U) sono stati miscelati al fine d’ottenere altri
campioni di controllo caratterizzati da percentuali di metilazione diverse, generando una curva
di diluizione .

Tramite tale procedimento abbiamo costituito un totale di 7 punti curva:

* 100% M
*50% M
*25% M
*12,5% M
*6,25% M
*3,125% M
* 0% M

I campioni 100% M e 0% M non sono altro che aliquote dei corrispondenti controlli
FULL METHYLATED (M) e UNMETHYLATED (U); il campione 50% M ¢ stato ottenuto
miscelando eguali volumi di M e U; per il 25% M volumi uguali del 50% M e dell’U mentre

tutti gli altri campioni derivano da diluizioni scalare 1:4 a partire dal 25% M.
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14.5 Disegno dei Primers di Amplificazione e PCR

Per il disegno dei primers da utilizzare nelle reazioni di amplificazione, le sequenze
relative ai due miRNA maturi sono state individuate tramite il miRBase insieme alle relative

localizzazioni cromosomiche (Tab. 32).

ACCESSION LOCALIZZAZIONE
SEQUENCE CROMOSOMICA
(miRBase)

miR- MIMAT0004676 11923

34b

miR- MIMATO0000686 11923

34c

miR- MIMATO0000441 1q22

9-1

Tabella 32 Localizzazioni cromosomiche dei miRNA oggetto di studio

Successivamente, attraverso 1’utilizzo di Ensembl (www.esembl.org), sono state

estrapolate le sequenze geniche codificanti per i tre microRNA (Fig.95-96).

GCTGCGAGGCCGGCGGGGGTCCCGCTGGGCCCGGGGGTGTCCTCGGGGGCCGCTTGCGCCCAGCCATGGTAGGGCGT
CCCCCGGTGAAATGGGGTCCGAGGCGGGCCCCGACCCCGCGTCGGCGCTGCGGACCGTCCGGGAGCTGCAGCCGCG
GGTGCCCGGTGCTCGGTTTGTAGGCAGTGTCATTAGCTGATTGTACTGTGGTGGTTACAATCACTAACTCCACTGCCA
TCARRACARGGEACA GCATCACCGCCGCCCGGCCGGGAAGAAGACGCCGGCTCGGGCAGCCCGCAGCCTTCGAGAG
AAGATGCCTGAGAAGCGCGGCGTCGGCGTGGGTCCTGCGCAGCCTGCCCCGCGAGCGCCCGCTGCAAGTGCGAGGA
AACCCGCGGTTTCTCCAGATACAGTTAAACTGTTAGCTCTCTCTAGGAGTCACAGAAGATGAAACAGTCTCATGCCAG
GAAAGCAAAATCCCTGGAGGTGAAGCCCCTCCATCCATGTAACGGTTAATACTGTATGCTGTGATTCACTGTGTCTAT
TTGCCATCGTCTAGTAGAGTATTCACCAAGCTAGCAACTCAGTTGAGCTCCAACTCAACCAATGAATTGCCTGCCTGT

CACAACGTGTTGGGGTACCAACTTGAGACTGCAATTTTTTCTATG AGICIAGTIACIAGCOAGIGIAGIIAGENGAI
SO ACTACCARTCACTAACCACACCEOOAGEIARRARGATN T GGGAATTCGTCCAAATGAGCTGCCTGTGCATC

ATCAATGTGCGTGGGGAAGAGGGGTGTTGGAAAATGCTGATTTCATCCATTGCCTATTAATTGCTCAGCCAAAAGAA
AAAAATCAACATTTCAGCTACTAAGTTTACAATGTATGTAATGTGTATGTATGTGGGGTTTTGTTTTGTTTTTTTTTCA
ATATTCCTTCAGG

Figura 95 Sequenze geniche codificanti il miR-34b (in verde) e il miR-34c (in viola).
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CACGGGTCATCGCGTCCTTTCCACGCCTTTTTCGGTCTCTGTCGTGTCTGTATCTCCGTGTCTGAGGTTTTTGTTGTTGT
TTGTCTCGGACTTCATTTCTCTCTTCACCCTCCCCCTCAACTCCACTCGTGTCCCTTCCCTCCTACTCCCGCTGACGGGC
GACCGGGAAGCTGCGGAGGTGCTGGCGGCGGCGGCGGCCGGGAGGCTGCGTGGAAGAGGCGGCGACAGCAGCCAG

GAGGCGGGGTTGGTTGTTATCTTTGGTTATCTAGCTGTATGAGTGGTGTGGAGTCTTCATAAAGCTAGATAACCGAAA
EAIAREEEEA T AC ACTGCGCAGAGGGGCCCGGGGAAAGCCGGCCTCACGGGCGGGAGGGAGAGGCTTGAGC
GAGGGGCTAGAGCCGCGAGGACTGACCAGCACCAGAGGATACAAGAGGAGGAGAGAGACCTCACTGGTTCGGGCG

ACATTTCACCCCCCCAGCACCCCAGTCGGCACAGGTAGGAGTCACAGTCCCATTTCACTTCAGCCAGGTGCCATA

Figura 96 Sequenza genica codificante per il miR-9-1.

Attraverso il software Methyl Primer Express v1.0 ¢ stata identificata la presenza di isole
CpG in una regione del genoma posta ~2500 bp a monte delle sequenze geniche codificanti per

il miR-34b/c e per il miR-9-1.

Le isole identificate sono state inserite nel software Pyro Q-CpG V 1.0.9 (Biotage) per la

ricerca di primers privi di citosine metilabili.

Sono state costruite cinque coppie di primers: tre per I’amplificazione del miR-34b/c (Fig.

97) e due per I’amplificazione del miR-9-1 (Fig. 98).

TTAATAGAGGTTATTTAAGTTTATTTTTATTTGGAAAATTTAAATTTATAATTTGAGGTATTTGCGGAAGT CGTTTTTTTAGGGC
GGAATGGTTACGGAAATTGGGTAGGTTGGGGGTTTTTTTGGGGAATGAGGGAGTGGAGGAGTTTTTTGTTTTTTTGTT
AGATTAGAAAGAGAAACGTTETAAGAATTTGGGTTTTTATT I TTTAGGCGTTTTTTTTGGAGGTTTTTTGGGATCGTTTATAG
CGTTTTTTTTTAGTTTTTTTTTTTTTTTTATTTTTTTTTTTATTCGTTTCGTTTCGCGTTCGTTTCGTTTTTCGGTTCGCGGGGTTTTAAGGAC
GGTTGGTCGTTTTCGTTATAGTTATTCGGTCGTTTAGAGCGGCGGGGCGTACGGGGTCGAGAGAGTTAGTTTTAGGGTTTGGGGTTGG
GAATTGAAGTTTGGCGTGAAGGAAGTGGGAGTTCGGGTCGAGGAGGCGAAGGGGAAAGGAAAAGCGAGGGGAAT

TTGAGCGGGAGGGTTTTGAGAGGAGCGGGAGGTTGCGGGAAGGGGAGGTTTGGTATTTTTGGGGGTTATGGGGGTCG
GGGCGCGG

Figura 97. Coppie di primers relative all’amplificazione del miR-34b/c: miR34b/cmAF e miR34b/cmAR (in verde);
miR34b/cmBF e miR34b/cmBR (in grigio).
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AGGATGGTTTGGGGAGGC G IGICAAAGGATGARIGA A A AGTTCGGAGTCGGAGCGCGTCGGGGTTAGAGTCGC
GGTAGAGGTAGAGGAGGGAGTTAGGAGGTGAGATTCGTTTTATTTTGTTCGTTTAGGTTCGGCGGAGHIINNGAG

PAGEETAGEIIEEE 16 TTCGGCGTTCGTTGAGTTTCGGTATTTGGAATTTAGGGTTTTGGCGTTTTAGGGGCGGGAATTGGTCG
GGAGGATCGCGCGGGAGAGTACGGATGGGTATTTTGGGTTCGATGTAAGTGGTTTGGTTAGCGTGGAGTACGAGGTGGGCGAGCGTTT
CGGAATTCGGCGTGTTCGCGCGTTCGTTACGAGGGGTCGGTCGAGTTTTTATTTTTTTCGGGGTTGCGGTTTTTCGTTTTTGATCGTATTT
TTTTTTTATTTTTAGAGTATCGTTCGTTTCGAATTTTCGGTTATTTTTATAATTTTGGGTGATTTTTGGTTTTTTTTGAATAAAGTCGTTTA
TTCGGGGTTTTGTAGGGTTTGGGATTTTGGTTATTTGTTTTGTCGTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTCGTTTTTTTTATGGGTATTTTTTCGGAT
TTTTTTTCGGGTGGGGTTTTTGTTGTTTTTTTTTTTTTTTGAGAGATTCGTTTGGGAGTTTTTGGGTCGTTTTTATTCGTTTTTTATAGTTTT
TTTTTTTTTTTTGGGTCGTCGGGATTTTTTTGTTTTTTATTAGGATATTTTTGGGGTTTTTATTTTCGGGGTTTGGTTGTTTATTTTTTTTTTT
AGTCGGTTTTTTGAATTCGGTTTTTTTTTTTATAAGGGTTTCGTTTCGTTTTTAACGTTTTTTTGAGTTGGCGACGTGGTCGGGTCGGTAT

CGCGGTTTTTTATTTTTATTTCGCGTTAGGTTCGGGTTTCGTCGAAGGTAGGGTTTTGGTTGTCGGATGCGTTTTCGATTTTITAGAG
AAGGGTAGTGGAGATTCGGCGAGGTTGGGGAGGTTTTTGTTTGGGTCGTTGCGGTTTTTTCGGGTGGTACGAAA
AGTTCGCGCGTTTTTTTTATTTGGGATTAGCGGAATTTTTGTTTTTGGTTCGAATGGGAGAGCGGGAAAT
GGGGTATTAGAAATTTTTTGGGTTTGGATCGGGGTTAATTTTTCGATTTCGACGTTACGGGTTATCGCGTTTTTTTTAC
GTTTTTTTCGGTTTTTGTCGTGTTTGTATTTTCGTGTTTGAGGTTTTTGTTGTTGT TTTGTTTCGGATTTT

Figura 98. Coppie di primers impiegate nell’amplificazione del miR-9-1: miR9-1mAF e miR9-1mAR (in viola);
miR9-1mBF e miR9-1mBR (in celeste); miR9-1mCF e miR9-1mCR (in verde).

Le coppie individuate per i due microRNA differivano tra loro per la lunghezza della
sequenza dei primers, per I’estensione dell’amplicone individuato e per il numero di CpG

comprese nella sequenza amplificata (tab. 33 e 34).

Lunghezza primer Lunghezza primer Lunghezza

Primers Forward Reverse amplicone "
CpG

miR34b/cmA 19b 21b 153 bp 4

miR34b/cmB 19b 18 b 143 bp 8

Tabella 33. Differenze tra i primers relativi all’amplificazione del miR-34b/c.

Primers Lunghezza Lunghezza Lunghezza n°
primer primer amplicone CpG
Forward Reverse

miR9-ImA 19b 23 b 146 bp 11

miR9-ImB 21b 18b 129 bp 10

miR9-ImC 21D 21b 198 bp 14

Tabella 34. Differenze tra i primers relativi all’amplificazione del miR-9-1.
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Una volta disegnati i primer, 1 nostri campioni, 1 nostri controlli M e U con la corrispettiva curva
di diluizione sono stati amplificati usando uno stesso protocollo di PCR (tab. 35), in un volume
finale di 12,5 pl; per ogni reazione ¢ stata utilizzato come termociclatore la MultiGene (diatech)
che ci ha consentito di sottoporre i campioni a dei gradienti di temperatura in modo tale da
individuare la temperatura di annealing ottimale per ogni coppia di primers. Ogni esperimento ¢
stato condotto seguendo lo stesso protocollo di cicli termici: un primo passaggio di 10 min a
95°C, per D'attivazione dell’enzima Taq, seguito da 35 cicli per 30 sec a 95°C, 30 sec alla
presunta temperatura di annealing specifica per ogni coppia di primers (Tab. 36), 30 sec a 72°C

e uno step finale di elongazione di 20 min a una temperatura di 72°C.

Volume Concentrazione

finale
PCR Buffer II 10X (Applied) 1,25 ul 1X
MgCl, Solution 25mM (Applied) 1,75 wl 3,5 uM
dNTPs 5000 uM 2l 800 uM
Pr. Forward 10 uM 0,75 ul 600 nM
Pr. Revers 10 uM 0,75 ul 600 nM
Taq Gold (5 U/ul) 0,1l 1
Syto9 (50 uM) 0,375 ul 1,5 uM
H>0 4,525 ul
DNA 1l

Tabella. 35. Protocollo di PCR inizialmente utilizzato per I’amplificazione della curva di diluizione.

miR9-ImC miR34b/cmB
T, 57°C 55°C

Tabella. 36. T, ottimali per le coppie di primers.
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Sono state provate diverse coppie di primer per ciascun gene, ma sulla base dei risultati
ottenuti delle analisi HRM abbiamo deciso di portare avanti il nostro lavoro utilizzando le
coppie di primers miR-9-1mC e miR-34b/cmB, in quanto questi due sistemi si sono dimostrati
maggiormente sensibili rispetto agli altri. Inoltre, attraverso la valutazione delle differenze tra i
vari sistemi d’amplificazione (lunghezza dei primers, lunghezza dell’amplicone identificato,
numero di CpG,...) abbiamo potuto concludere che la sensibilita delle varie coppie di primers
fosse direttamente proporzionale al numero di CpG presenti all’interno della sequenza

amplificata (Fig. 99-102).

TTCGTTTCGCGTTCGTTTCGTTTTTCGGTTCGCGGGGTTTTAAGGACGGTTGGTCGTTTTCGTTATAGTTATTCGGT
CGTTTAGAGCGGCGGGGCGTACGGGGTCGAGAGAGTTAGTTITAGGGTTTGGGGTTGGGAATTGAAGTTTIGG
CGTGAAGGAAGTGGGAGTTCGGGTCGAGGAGGCGAAGGGGAAAGGAAAAGCGAGGGGAATTTGAGCGGGAGGGT
TTTGAGAGGAGCGGGAGGTTGCGGGAAGGGCAGGTTTGGIATITTTGGGGGTTATGGGGGTCGGGGCGCGGT
TTTCGGTTTGGGAGGGCGCGGGTTTTTTTCGGTAGCGTCGTTCGTTGGTTTAGTTACGCGTGTTGTGCGTTGCGAG
GTCGGCGGGGGTTTCGTTGGGTTCGGGGGTGTTTTCGGGGGTCGTTTGCGTTTAGTTATGGTAGGGCGTTTTTCGG
TGAAAT

Figura 99 Primers utilizzati per I’amplificazione del miR-34b/c.

TTGGGATGCGTTTTCGATTTTTTAGAGAAGGGTAGTGGAGATTCGGCGAGGTTGGGGAGGTTTTTGTTTGGGTCGTTG

CGGTTTTTTCGGGTGGTACGAAAAGTTCGCGC BRI G GGARIAG CGGAATTTTTGTTTTTGGTTCG

AATGGGAGAGCGGGAAATGGGGTATTAGAAATTTTTTGGGTTTGGATCGGGGTTAATTTTTCGATTTCGACGTTACGG
GTTATCGCGTTTTTTTTACGTTTTTTTCGGTTTTTGTCGTGTTTGTATTITCG TR GG G GG T T
TGTTTCGGATTTTATTTTTTTTTTTATTTTTTTTTTTAATTTTATTCGTGTTTTTTTTTTTTTATTTTCGTTGACGGGCGAT

CGG

Figural00 Primers utilizzati per I’amplificazione del miR-9-1.
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Fig 101 Grafici HRM relativi all’analisi della curva di diluizione con le coppie di primers miR9-1mC.
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Figura 102. Grafici HRM relativi all’analisi della curva di diluizione con le coppie di primers miR34b/cmB.
Per testare la ripetibilita dei nostri sistemi sono stati in seguito eseguiti tre esperimenti

d’amplificazione della curva di diluizione in tre tempi diversi utilizzando entrambe le coppie di

primers miR9-1mC e miR34b/cmB (fig.103).
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Figura 103 Elaborazione dei valori di fluorescenza in funzione delle percentuali di diluizione della curva di taratura

di tre esperimenti effettuati in tempi diversi per il miR9-1mC e miR34b/cmB

Le analisi dei campioni di DNA estratti da tessuti di pazienti affetti da tumore colorettale che

sono state sempre effettuate in presenza di quattro campioni appartenenti alla nostra curva di

diluizione (100%M, 25%M, 6%M e 0%M).

A differenza degli esperimenti precedenti, i campioni di DNA tumorale e non,

mostravano una bassa capacita d’amplificazione; per questo motivo abbiamo condotto alcune

prove variando la concentrazione dei campioni (e della curva) per cercare di aumentare

I’efficienza dell’analisi. Sono quindi state condotte tre prove con campioni concentrati 1:1(fig

a), con campioni di DNA concentrati 2:1 (fig b) e con concentrazioni di 1:5 (fig.104c).
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Figura 104. Analisi HRM di campioni con diverse concentrazioni di DNA

In base ai risultati ottenuti abbiamo deciso di diluire i nostri campioni e i nostri punti curva con

acqua seguendo proporzioni di 1:5, dopo aver testato la riproducibilita del nostro sistema (fig.

105).
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Figura 105. Dimostrazione della riproducibilita del sistema analizzando due campioni di DNA (tumorale e non

tumorale) a concentrazioni diverse, all’interno dello stesso sistema di dosaggio.

Per la coppia di primers miR9-1mC il protocollo di PCR utilizzato fin dall’inizio per

I’amplificazione della curva di diluizione si ¢ dimostrato altamente efficiente anche per

I’amplificazione dei campioni di DNA appartenenti ai tessuti tumorali e alle rispettive mucose
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sane. Al contrario, invece le cinetiche delle curve HRM corrispondenti ai campioni di DNA

amplificati con i primers miR34b/cmB mostravano degli andamenti anomali (fig. 106).

Fluorescence

Figura 106. Cinetiche d’amplificazione dei campioni di DNA sottoponendo la coppia di primers miR34b/cmB al
protocollo di PCR descritto in tab. 35.

Per aumentare 1’efficienza d’amplificazione di questi campioni abbiamo provato a variare
le concentrazioni di MgCl, (fig. 107). La concentrazione di Mg2+, infatti non deve essere
limitante; tutto cid che metabolizza polimeri di nucleotidi necessita del magnesio: se la sua
concentrazione ¢ largamente eccedente il sistema d’amplificazione diventa inaccurato
aumentando la frequenza degli appaiamenti dei primers a sequenze non omologhe in quanto le
due cariche positive del magnesio possono interagire con i1 fosfati e dare una stabilita

d’appaiamento anche tra sequenze non omologhe.
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Figura 107. Amplificazione dei punti curva M e U con i primers miR34b/cmB a varie concentrazioni di MgCl,,

La maggior efficienza d’amplificazione alla diminuzione della concentrazione di

magnesio ¢ stata confermata anche sull’amplificazione dei campioni di DNA tumorali e non

(fig. 108).
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Figura 108. Amplificazione dei punti curva e dei campioni di DNA con i primers miR34b/cmB a varie

concentrazioni di MgCl,,
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In base a questi risultati il protocollo di PCR utilizzato per 1’amplifizazione dei campioni

di DNA tramite la coppia di primer miR34b/cmB ¢ stato modificato (tab. 37).

Volume Concentrazione
finale

MgCl, Solution 1,25 ul 2,5 ytM

25mM (Applied)

Pr. Forward 10 uM 0,75 ul 600 nM

Taq Gold (5 Ulul) 0,1 ul U

H,0 5,025

Tabella 37. Protocollo di PCR utilizzato per le reazioni d’amplificazione con la coppia di primers miR34b/cmB.
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14.6 HRMA nello Studio della Metilazione

L’analisi tramite High Resolution Melt ha prodotto risultati rilevanti nella valutazione del
grado di metilazione del DNA. Come detto precedentemente, questa tecnica rappresenta
un’applicazione estesa del processo di denaturazione del DNA. La reazione di denaturazione
permette la transizione delle molecole da una struttura nativa, vale a dire a doppia elica, a una
struttura denaturata a singola elica.

Grazie all’impiego, in questa tecnica, degli intercalanti di terza generazione, il profilo di
dissociazione delle molecole pud essere analizzato con elevata sensibilita sfruttando lo specifico
segnale di fluorescenza che deriva dal loro utilizzo.

L’HRM ¢ in grado di discriminare sia da un punto di vista qualitativo che quantitativo, i
cambiamenti dei profili di metilazione del DNA a livello delle isole/nucleotidi CpG. Il diverso
contenuto in GC delle molecole altera il loro comportamento di dissociazione dovuto al diverso
contenuto energetico degli ampliconi e al numero di legami a idrogeno.

La temperatura di melting (T,,), cio¢ la temperatura alla quale meta delle molecole di
DNA presenti nel campione si trovano nello stato denaturato, dipende dal rapporto
(G+O)/(A+T); dove la coppia di basi GC ¢ stabilizzata da tre legami a idrogeno, mentre la
coppia AT da due, ’energia dell’impacchettamento delle basi tra una G e una C ¢ maggiore

rispetto a quella delle coppie AT (fig. 109).

Legame idrogeno

R 'OG
[l
or /\ 2
O ! Timina ; W
- HI\,,,J 3
(=)
o v =]
»
° o AN
o e

o e
5 o o 2.
3 —> L HaN ™ B,
= o’ F_;-" \“ o C},a
8_ (0] o ’;Hx o
o P o B, Cltosing
2 & e T -
(= B o Y Guanina
—+ Eem——
o o ~ _,—_.J'I ----- o
o MHS o
o o o
= P
o (o] o
oy O
@ (8]
o P

Figura 109 I legami ad idrogeno tra le basi che sono coinvolti nella stabilizzazione della doppia elica.
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La variazione della T,,, tra DNA metilato e non metilato, ¢ quindi rilevante poiché
differente ¢ il numero complessivo di legami a idrogeno da rompere per ottenere la separazione
dei due filamenti. L’High Resolution Melt rileva con elevata sensibilita le temperature di
denaturazione dei prodotti di PCR, permettendo di discriminare le varie specie di DNA in base
ai loro diversi livelli di metilazione, i quali produrranno delle curve di dissociazione con
cinetiche differenti, specifiche per ogni campione. Una maggiore metilazione a livello delle
isole CpG provoca I’aumento della T,,, che viene indicata dallo spostamento (shift) delle curve
verso destra; al contrario, le curve corrispondenti a campioni di DNA con livelli di metilazione
inferiori, sono caratterizzate da uno shift verso sinistra, dove le temperature di dissociazione

sono pil basse.

Al termine della reazione di amplificazione, i campioni vengono sottoposti all’analisi
tramite High Resolution Melt, attraverso I'utilizzo del Rotor-Gene 6000 (Corbett Research-
Diatech). Questo strumento ha un’elevata sensibilita ed ¢ in grado di operare variazioni di
temperatura con un’alta precisione, secondo intervalli di temperatura molto ravvicinati.

I cambiamenti delle condizioni di temperatura prevedono una fase iniziale di pre-melt
costituita da:

-5 min a 95°C
- 1 min a 40°C

Nei primi 5 min si ha la completa denaturazione degli amplificati; la successiva
diminuzione della temperatura comporta la loro rinaturazione nella conformazione a doppio
filamento. Questo passaggio di pre-melt serve per assicurare la completa incorporazione
dell’intercalante fluorescente tra le due eliche in modo da aumentare la sensibilita dell’analisi.

A ci0 segue un aumento graduale della temperatura da 75°C fino a 95°C (per i primers del
miR 34b/c) e da 70°C a 90°C (per i primers del miR 9-1), entrambi con incrementi progressivi
di 0,1°C/s. Questi intervalli di temperatura contengono al loro interno la temperatura di melting

delle molecole di DNA analizzate.
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14.7 Interpretazione dei Risultati HRMA

Il software in dotazione con lo strumento ci permette di seguire in tempo reale il processo
di denaturazione delle molecole di DNA.

Al termine della corsa ¢ possibile far eseguire al software una serie di analisi matematiche
che vengono visualizzate attraverso dei grafici (amplification plot), descrittivi della variazione
della fluorescenza (F o dF) in funzione della variazione della temperatura (T). Da una prima
analisi, sull’amplification plot, si possono visualizzare una serie di curve, corrispondenti ad ogni
campione analizzato, in cui ogni punto della curva viene espresso in funzione della fluorescenza
(lungo I’asse Y), e della temperatura ( lungo 1’asse X) (fig. 110).

Il valore di fluorescenza intercettato da ogni curva sull’asse Y ¢& direttamente
proporzionale alla concentrazione di DNA amplificato presente in ogni campione; questo
parametro puo essere utilizzato come criterio per risalire all’efficienza della precedente reazione

di PCR.

o
c
g
0 o
K
§
i
0 2
8 £
Q ]
s ™ z
a0 .
5 |-
2 |5
'S &l
gk
c
3
3
o
1018
E
Q
z —

=
P

® M o7 M 0 & & # 64 & & & ¥ ¥ N H N % U K

Figura 110 Amplification plot HRM in cui sono evidenziate le curve corrispondenti ai campioni di controllo FULL
METHYLATED (M) e UNMETHYLATED (U) DNA.

Come descritto in precedenza, quando un amplificato di PCR viene sottoposto ad un
incremento di temperatura, si ha una progressiva diminuzione della fluorescenza con un
abbassamento pil rapido in corrispondenza della temperatura di dissociazione in cui il 50%

delle molecole dell’amplificato risultano dissociate, questo punto ¢ rappresentato dal punto di
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flesso della curva stessa. Il punto di flesso di ogni curva corrisponde alla “temperatura di
melting” del campione di DNA, il cui valore coincide con I’intercetta sull’asse X.

La temperatura di melting varia in base alla sequenza nucleotidica delle molecole: la
temperatura di dissociazione del DNA FULL METHYLATED (M) ¢ maggiore rispetto a quella
del DNA UNMETHYLATED (U), a causa del piu elevato contenuto di citosine; cid comporta
uno shift della curva verso destra. La curva corrispondente al controllo UNMETHYLATED (U)
¢ quindi “spostata” verso sinistra a causa delle modificazioni di sequenza provocate dal
trattamento col bisolfito di sodio, che ha convertito tutte le citosine in timine.

E possibile con il software, procedere ad una “normalizzazione” dei dati. Con questo
criterio tutte le curve presenti sull’amplification plot vengono traslate in modo che la
fluorescenza di partenza (alla temperatura pitt bassa), risulti uguale per tutti i campioni e sia
circa intorno a 100 UF (unita di fluorescenza).

E inoltre possibile restringere I’intervallo di temperatura da analizzare, in modo da

focalizzare la regione in cui la diminuzione della fluorescenza risulta piu evidente (fig. 111).
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Figura 111 Elaborazione del grafico normalizzato HRM.
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Nel grafico normalizzato le curve mantengono il loro caratteristico andamento
sigmoidale. Il software permette di visualizzare, per ogni campione, la variazione
dell’incremento di fluorescenza in funzione dell’aumento di temperatura (dF/dT) eseguendo
matematicamente la derivata prima. La derivata trasforma la curva sigmoide in una curva con
un punto di massimo, il quale corrisponde al flesso della curva presente sul grafico normalizzato
che coincide con la temperatura di melting del campione, risultando in questo modo di piu facile
valutazione. Nel grafico di melt ogni picco individua, sull’asse delle ascisse, la temperatura di
dissociazione (o di melting) corrispondente ai vari campioni di DNA; I’integrale sotteso al picco
¢ proporzionale alla quantita di campione. La forma di ogni picco, se piu stretto o piu largo,
dipende dalla purezza del prodotto d’amplificazione (grado di specificita dei primers, presenza

di prodotti di PCR aspecifici); se il picco ¢ piu stretto la purezza del campione & elevata (fig.

112).
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Figura 112. Elaborazione del grafico di Melt in cui ogni picco coincide col punto di flesso delle curve normalizzate.
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La temperatura di melting ¢ un dato caratteristico di ogni singolo campione ed ¢
dipendente dalla lunghezza dell’amplicone e dal suo contenuto di C/G.

L’High Resoluton Melt Analysis consente di elaborare anche grafici differenziali oltre che
normalizzati.

Ogni curva disegnata sul grafico differenziale ¢ il risultato della sottrazione delle curve
presenti nel grafico normalizzato. L’operatore puo scegliere quale curva prendere come
riferimento: per esempio, se si prende come riferimento la curva M, il software sottrae il valore
della coordinata Y di ogni punto appartenente alla curva U al valore della coordinata Y di ogni
punto della curva M, disegnando un picco con valori di Y negativi. Al contrario, se si prende
come riferimento la curva U, il software sottrae il valore della coordinata Y di ogni punto
appartenente alla curva M al valore della coordinata Y di ogni punto della curva U, disegnando

un picco positivo (fig. 113).
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Figura 113 Elaborazione del grafico differenziale HRM.
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14.8 Estrapolazione dei dati di Metilazione dell’Analisi HRM

Da ogni esperimento relativo all’analisi dello stato di metilazione dei campioni di DNA
derivanti sia dai tessuti tumorali che dalle corrispettive mucose sane, sono stati estrapolati i dati
relativi alla variazione di fluorescenza (dF) nella curva di dissociazione degli ampliconi relativi

agli stessi campioni (fig. 114).
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Figura 114 Esempio di grafico normalizzato e differenziale estrapolato dall’analisi HRM di quattro punti curva e
alcune coppie di DNA tumorale e non.
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Per ogni campione presente sul grafico differenziale, ricaviamo il valore della variazione

di fluorescenza, in corrispondenza del picco di ogni curva, che viene espressa in funzione della

temperatura di melting specifica per ogni campione.

I valori relativi alla dF dei punti appartenenti alla curva di diluizione vengono immessi in

un grafico in funzione della percentuale di metilazione specifica per ogni campione (fig. 115)
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Figura 115 Elaborazione dei valori di dF della curva di taratura in funzione della loro percentuale di metilazione.

Tramite 1’espressione della retta passante per i punti presenti sul grafico

(es.: y=-51,472x+51,342) ricaviamo la percentuale di metilazione di ogni campione di DNA (x)

sostituendo nell’equazione il valore della sua dF (y)
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14.9 Analisi dell’ Espressione dei MiR-9-1 e -34b e -34c¢

I tessuti dei soggetti sottoposti all’analisi della metilazione, sono stati successivamente
utilizzati per ’estrazione dei miRNA e la valutazione dell’espressione dei geni miR 9-1, miR-

34b e miR-34c.

I miRNA estratti sono stati sottoposti ad una reazione di trascrizione inversa (RT-PCR),
per ottenere i corrispondenti cDNA.

Sono stati utilizzati primer specifici per i geni:

1) miR-9-1 (ID 000583)
2) miR-34b (ID 002102)
3) miR-34c (ID 000428)

(TagMan MiRNA Assay, Applied Biosystems) e i reagenti del Tagman® MiRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems).
L’RT ¢ stata eseguita a partire da 10ng di miRNA in un volume finale di 15ul, secondo il

seguente protocollo:

RT Buffer 1X
dNTPs Mix 100uM
RNase Inhibitor 3,8 U/ul
MgCl2 Solution 5,5mM
RT Primer 1X
Multi Scribe reverse Transcriptase 50U

Tabella 38 Protocollo per RT

I campioni, prima di essere inseriti nel termociclatore, sono stati tenuti in ghiaccio per 5 minuti,
come previsto dal protocollo. Le condizioni di temperatura prevedono:

-30 minuti a 16°C

-30 minuti a 42°C

-5 minuti a 85°C
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Per la Real-Time PCR ¢ stato utilizzato lo strumento ABI PRISM 7700 Sequence
Detector (Applied Biosystems).

La valutazione dell’espressione dei miRNA ¢ stata ottenuta mediante una quantificazione
relativa, rapportando la quantita del gene analizzato presente in ogni campione rispetto ad un
gene di riferimento (housekeeping).

Nel nostro caso abbiamo utilizzato come gene di riferimento il miR-RB6U verso il quale

abbiamo normalizzato i dati relativi a ciascun miRNA tramite 1’applicazione della formula 2°
AACt
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15. RISULTATI

15.1 Metilazione dei miRNA nei Tessuti CRC e nella Mucosa
Sana

I risultati relativi alla metilazione dei microRNA sono stati riportati in dei grafici dove,

per ogni miRNA analizzato, viene mostrata la metilazione relativa ai tessuti tumorali e ai

corrispettivi tessuti sani.
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L’ Analisi della Metilazione sulle 80 coppie di tessuti di pazienti affetti da CRC ha mostrato sia

per il miR-34b/c che per il miR-9-1 una significativa ipermetilazione nel tessuto tumorale

rispetto a quello sano (Fig. 116 e 117)
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15.RISULTATI

15.2 Espressione dei miRNA nei Tessuti CRC e nella Mucosa

Sana

Il procedimento utilizzato per I’elaborazione dei risultati della metilazione, & stato

applicato anche ai dati ottenuti con 1’analisi dell’espressione dei microRNA.

Di seguito sono riportati i grafici relativi all’espressione di ogni miRNA analizzato, sia

per quanto riguarda 1 tessuti tumorali che le corrispettive mucosa sane.
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Confrontando I’espressione tra le coppie di tessuto nei 3 miRNA, miR-34b, miR-34c e miR-9-a
, 81 puo notare che in tutti i casi si ha un’overespressione nei tessuti sani, ma solo per il miR-34c
e il miR-9-1 si raggiunge la significativita. La downregolazione della loro espressione e
I’ipermetilazione di questi miRNA nel tessuto tumorale, dimostra la presenza di un meccanismo

epigenetico alla base della loro regolazione.
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15.3 Correlazione tra Metilazione e Espressione dei MiRNA

I risultati della metilazione e dell’espressione dei microRNA sono stati messi a confronto
tra di loro utilizzando vari tipi di analisi. Per ogni miRNA ¢& stata inizialmente messa in
correlazione 1I’espressione con la metilazione di tutti i campioni, sia sani che tumorali. In seguito
¢ stata confrontata I’espressione e la metilazione dei soli campioni di DNA tumorale e infine

I’espressione e la metilazione dei soli tessuti sani.
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Come mostrato dalle figure precedenti (fig 121-129), la distribuzione dei campioni per i 3
miRNA nei tessuti tumorali risulta avere un andamento a dispersione, mentre nei tessuti sani la
distribuzione risulta essere omogeneamente rappruppati verso livelli di metilazione bassi.
L’unico miRNA che presenta una significativita nella correlazione tra i livelli di metilazione e
espressione ¢ il miR-9-1, in particolare tra tutti i campioni sia sani che tumorali ( p=0.003), ma

anche nel grafico in cui si & considerato i tessuti tumorali da soli (p=0.002).
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16. CONCLUSIONI

N

Come noto il cancro ¢ il prodotto ultimo di un ampio spettro di possibili alterazioni
geniche, capaci di influenzare I’espressione di geni in grado di svolgere funzioni promotrici lo
sviluppo di neoplasie maligne (oncogeni) o di sopprimere I’attivita dei controllori negativi del
nostro genoma (oncosoppressori).

Questo tipo di visione dualistica della regolazione genica ha tenuto campo per numerosi

anni come unico meccanismo perturbato nella cellula tumorale.
Solo recentemente si sono fatti strada altri possibili scenari di modulazione genica, che
prescindono dal classico modello mutazionale, ormai diffusamente comprovato, a carico di
queste due categorie di geni. Lo studio dei fenomeni epigenetici, quelli cio¢ che si possono
verificare nel corredo trascrizionale e traduzionale delle cellule tumorali, ha aperto un ampio
scenario speculativo, di ricerca ma anche di potenziali risvolti clinico-terapeutici.

La metilazione delle sequenze regolatrici di geni potenzialmente coinvolti nei meccanismi
carcinogenetici ¢ stato il primo esempio di fattori non genetici che modificano I’espressione
genica. Si tratta in questo caso di un fenomeno interferente che si esplica interamente
sull’aspetto trascrizionale della funzione genica.

Diverso ¢ il caso dei miRNA che esercitano la loro azione modulante a livello post-
trascrizionale.

In pratica I’effetto della metilazione del DNA ¢ in qualche modo evidenziabile, anche se
in maniera indiretta, attraverso la misura dell’espressione stessa di uno specifico mRNA, cosa
che ovviamente ¢ meno proponibile quando si voglia identificare in maniera quantitativa
I’efficacia di un miRNA nel modulare la traduzione di un prodotto genico. Il primo motivo di
cio ¢ legato al fatto che il miRNA agisce a prescindere dai livelli del trascritto primario: quindi
si pud correttamente misurare la quantitad di un prodotto di trascrizione, ma non sapremo mai
quale sara la quota di questo mRNA che ‘sfuggira’ al controllo da parte del miRNA.

L’altro e forse pill importante aspetto, ¢ legato al fatto che, per le loro esigue dimensioni, i
miRNA possono essere interpretati come regolatori multipli di un ampio spettro di mRNA, con
un’efficacia di azione che probabilmente differisce da gene a gene. A complicare le cose emerge
poi I'evidenza che un singolo mRNA possa avere sequenze di riconoscimento per molteplici
miRNA.

Si disegna cosi una complessa rete di interazioni tra miRNA e mRNA che difficilmente
potra significare qualcosa di importante, almeno fino a quando non sara disegnata una mappa
accurata di quei miRNA che rivestono un valore biologico e clinico per ogni specifico tipo di

neoplasia.
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Anche se non rispondenti ai classici canoni dei geni trascritti, anche i miRNA sono
prodotti da specifici geni, per poi subire numerose tappe maturative. Quali che siano i
meccanismi coinvolti nell’interazione miRNA-mRNA, uno dei parametri essenziali nella
comprensione dei meccanismi funzionali di un miRNA ¢ comprendere se il suo prodotto di
espressione risulti aumentato o ridotto nel tessuto tumorale e se la sua azione mimi il
comportamento di un oncogene o di un gene oncosoppressore.

Quindi anche i geni MIR sottostanno ad un meccanismo superiore di controllo genico che
influenza positivamente o negativamente la loro espressione.

Tuttavia, anche nel caso di questa categoria di geni particolari, era prevedibile la
coesistenza di meccanismi di controllo epigenetico dell’ espressione.

Infatti, almeno in alcuni geni MIR sono state descritte regioni a monte del sito di
trascrizione che includevano vere e proprie isole CpG, quindi potenzialmente metilabili.

La nostra attenzione si ¢ focalizzata su due geni MIR (miR-34b/c e miR-9-1) la cui
espressione ¢ regolata, secondo alcuni autori, attraverso vari gradi di metilazione. Il modello nel
quale abbiamo voluto verificare la presenza di questo fenomeno ¢ stato quello del cancro del
colon-retto.

Le strategie di uno studio osservazionale di questo tipo sono, secondo il nostro punto di
vista, di tre tipi. Per primo abbiamo voluto verificare se la densita di metilazione dei geni
suddetti mostrasse differenze significative tra DNA tumorale e quello derivato dalla mucosa
sana dello stesso soggetto. Solo in questo modo si ha una dimostrazione ‘ex vivo’ della reale
presenza del fenomeno.

L’altra direttrice dello studio ¢ stata quella di verificare la differenza di espressione dei
diversi miRNA nei due gruppi di tessuti, sani ed affetti. Era infatti lecito attendersi che a fronte
di un diverso livello di metilazione, facesse fronte una variazione dell’espressione dei miRNA
stessi.

L’obiezione a questo tipo di risultati ¢ sicuramente riassumibile nella conoscenza del fatto
che ad influenzare I’espressione di un gene qualunque e quindi anche un MIR, possano
concorrere molteplici fattori genetici e laddove presenti, anche epigenetici. Resta comunque
evidente il fatto che se un gene mostra nella sua regione regolatrice un’isola CpG, ¢ lecito
pensare che questo tipo di controllore genico abbia un peso preponderante nella regolazione
della sua trascrizione.

In ultima analisi possiamo indicare come nel nostro lavoro abbiamo voluto verificare in
campioni reali, € non solo in modelli in vitro, come 1’aumento della proporzione di DNA
metilato all’interno del tumore del colon-retto sia accompagnata ad una significativa riduzione

dell’espressione del miRNA stesso.
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Va infine ricordato che lo studio dell’espressione dei miRNA & oggi ben supportato dalla
disponibilita di reagenti dedicati per il loro utilizzo in real time PCR.

Ben piu complesso e meno standardizzato, ¢ il metodo per la valutazione quantitativa del
grado di metilazione delle sequenze target di DNA. Nel nostro laboratorio abbiamo da anni
sviluppato tecniche rapide e sensibili, per I’'individuazione di CpG metilate in DNA trattato con
bisolfito di sodio.

Anche in questo studio la necessita di analizzare pili sequenze per la presenza di
metilazione, ma anche per stimarne 1’abbondanza percentuale, abbiamo ritenuto opportuno
utilizzare un’evoluzione della HRM, debitamente adattata a scopi quantitativi.

Come ampiamente dimostrato nella parte pitl sperimentale di questa tesi, tutte le verifiche
sperimentali hanno chiaramente dimostrato che la nostra tecnica si adatta bene a questo tipo di

studi in reperti bioptici umani.

In conclusione il nostro studio sembra aver dimostrato che anche nel carcinoma del colon-retto 1
geni miRNA miR-34b/c e miR-9-1 sono regolati con meccanismi epiegenetici, legati alla

diversa metilazione delle loro sequenze regolatrici.

[196]



ESPRESSIONE E METILAZIONE 17.CONCLUSIONI DEI TRE STUDI
DEI MIRNA NEL CRC

17. CONCLUSIONI DEI TRE STUDI

Nel primo studio dove ¢ stata valutata la distribuzione del genotipo e I’espressione del miR-
196a2 (rs11614913 C-T) cosi come quella del miR-146a (rs2910164 C-G) miR-149 (rs2292832
C-T) e miR-499 (rs3746444 G-A) su 98 pazienti affetti da NSCLC e su 129 soggetti sani di
controllo, si ¢ dimostrata un’ associazione tra ’incremento dell’espressione e tumori di alto
grado solo per il miR-499. I nostri risultati sembrano dimostrare che, nei nostri pazienti, il
genotipo CG del mir-146a & connesso ad un incremento del rischio per NSCLC,
presumibilmente attraverso [’associazione con I’incremento dell’espressione dei miRNA;
mentre il genotipo CC del miR-149 sembra rappresentare un fattore predittivo di una migliore
prognosi, associato ad un’espressione incrementata del miRNA in questo gruppo di pazienti
affetti da NSCLC. Infine, abbiamo confermato che il miR-196a2 & upregolato nei pazienti

NSCLC ma, almeno nei nostri pazienti, in maniera indipendente dal genotipo.

Nel secondo studio eseguito su 160 pazienti affetti da CRC e 178 soggetti sani controllo,
abbiamo valutato il possibile ruolo delle 4 varianti di sequenza viste precedentemente per il miR
146a, miR-149, miR-196a2 e miR-499 e se queste varianti potessero influenzare 1’espressione
del miRNA maturo in questo tipo di tumore. I nostri risultati mostrano una differenza
statisticamente significativa nella distribuzione dei genotipi fra i tessuti provenienti da pazienti
affetti da CRC e i soggetti di controllo nel miR-499, con una maggiore incidenza dell’allele G
nei pazienti. In questi pazienti la distribuzione dei genotipi per questo miRNA non segue la
Legge di Hrady-Weinberg, mentre risulta in equilibrio la distribuzione del genotipo dei soggetti
di controllo, rafforzando I’ipotesi che il genotipo GG sia associato ad un rischio maggiore di
sviluppare questa neoplasia. Nel CRC il miR-499 ¢ I'unico che mostra una differenza
statisticamente significativa tra i suoi livelli di espressione nel tessuto tumorale in confronto a
quelli sani appaiati. In particolare nel tessuto tumorale, 1’espressione appare significativamente
ridotta. Questo dato tende a dare a questo miRNA una funzione regolatrice negativa nei tessuti
sani, che viene parzialmente persa nel caso di trasformazione neoplastica della cellula stessa.
Ancora una volta, nel caso del miR-499 siamo riusciti a dimostrare una variazione
significativamente associata al genotipo GG da solo o in combinazione GG/AG che tende ad

influenzare 1’espressione del miRNA stesso.

Nel terzo studio siamo andati a valutare su 80 coppie di tessuti di pazienti affetti da CRC i
livelli di metilazione dei prootori dei geni del miR-34b/c e miR-9-1 e se la loro espressione ¢

regolata da meccanismi epigenetici. Dai nostri risultati sull’analisi di metilazione si evince che
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entrambi i geni miR hanno una significativa ipermetilazione nel tessuto tumorale rispetto a
quello sano. Confrontando 1’espressione tra le coppie di tessuto nei 3 miRNA, miR-34-b, miR-
34c e miR-9-1, si puo notare che in tutti i casi ssi ha una downregolazione nei tessuti tumorali,
ma solo per il miR-34c e per il miR-9-1 si raggiunge la significativita. Questa correlazione tra la
downregolazione dell’espressione e 1’ipermetilazione di questi miRNA nel tessuto tumorale
dimostra la presenza di un meccanismo epigenetico alla base della loro regolazione. L’unico
miRNA che presenta una significativita nella correlazione tra i livelli di metilazione e
espressione ¢ il miR-9-1, in particolare tra tutti 1 campioni sia sani che tumorali, ma anche nel

grafico in cui si & considerato i tessuti tumorali da soli.

I risultati dei nostri studi sembrano confermare 1’esistenza di fattori genetici ed epigenetici
capaci di influenzare I’effetto modulatore almeno di alcuni microRNA. La presenza di varianti
di sequenza a carico dei geni codificanti i microRNA (ma anche a carico delle loro sequenze
target) modifica di fatto lo scenario iniziale, che vedeva nella sola valutazione dell’espressione
dei microRNA il bersaglio dell’impiego diagnostico-prognostico di questa classe di RNA non
codificanti.

La presenza poi di meccanismi epigenetici, dimostratisi effettivi in alcuni casi anche in modelli
in vivo, aprono la strada all’impiego di terapie antitumorali in cui I’effetto demetilatore di alcuni
farmaci potrebbe essere sfruttato per modulare non solo 1’espressione di gruppi di mRNA, ma

anche di microRNA.
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