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Introduzione

1. INTRODUZIONE

1.1 CLASSIFICAZIONE ED EPIDEMIOLOGIA DEL
CARCINOMA DEL COLON-RETTO

Il carcinoma del colon-retto (CRC) e la terza fotmaorale per frequenza e la
seconda causa di morte per neoplasia in molti Paesidentali. Esso
rappresenta il terzo tumore maligno per incidenaedalita, dopo quello della
mammella nella donna, della prostata nell'uomo lepdénone per entrambi i
sessi. E’ la piu comune neoplasia dei paesi svdtiga € responsabile di circa
il 10% dei decessi per tumore maligri). (Si manifesta a tutte le eta, ma e piu
colpita la sesta e la settima decade. Pur colpendggiormente il sesso
maschile, interessa i due sessi quasi con la nmedeequenza. In ltalia, in
particolare, il tumore al colon-retto e la quamania di neoplasia piu comune
per incidenza negli uomini con circa 20 mila nuoasi annui e la terza nelle
donne con 17 mila nuovi casi annui. Inoltre é lkeosela causa di mortalita per
tumore in entrambi i sessi (dati AIRT, Associazidiadiana registri Tumori).

I CRC é una malattia eterogenea, caratterizzatanulmerose alterazioni
genetiche ed epigenetiche. Queste alterazioni igheetquando ereditate e
presenti in tutte le cellule dell'organismo, predisgono all'insorgenza dei

CRC ereditari. Molto piu frequentemente pero, sofattori ambientali che,
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nel corso della vita di un individuo, alterano ttiaenente il DNA delle cellule
epiteliali della mucosa intestinale, inducendo onpuovendo la progressione
tumorale. Soltanto il 20% circa dei CRC é infaithdtura ereditaria. Si tratta
in genere di malattie trasmesse da genitori paitaiospecifiche alterazioni
genetiche e che possono anche non dar luogo ad sittiomo (Tabella 1). Tra
le patologie che conferiscono una predisposiziamailfare al CRC la piu
comune e la poliposi adenomatosa familiare (FAPg assieme ad altre
poliposi ereditarie e alla carcinosi ereditaria @elon-retto su base non
poliposica (HNPCC o sindrome dliynch e responsabile di circa il 5% dei
CRC ereditari 7). La probabilita di trasmettere alla prole il gaalterato € del

50 per cento, indipendentemente dal sesso.

Condition Clinical features Genes responsible
Familial adenomatous Hundreds to thousands of adenomatous  APC
polyposis (FAP) polyps in colon and rectum

Hereditary non-polyposis colorectal Family history of CRC and other cancers hMLH1, hMSH2, hMSHB, hMSH3, hPMS2
cancer (HNPCC)

Peutz Jegher's syndrome Hamartomatous polyps in small bowel LKB1, STK11
and peri-oral pigmentation

Juvenile polyposis Hamartomatous polyps in stomach

and large bowel SMAD4, PTEN, BMPR1A
Hereditary gastric cancer Family history of gastric carcinoma CDH1

and CRC

Tabella 1. Sindromi cliniche con un aumentato rischio pesaiicinoma del colon-retto e loro
basi genetiche (da Fearnhead NS. et al, Britishidd¢8ulletin 2002).

Piu dell’'80% dei tumori del colon-retto € sporadiamn la presenza di
alterazioni genetiche multiple: '85% dei casi dRC é caratterizzato da
instabilita cromosomica (CIN), in forma di aneupliei che comportano
amplificazioni e delezioni di regioni cromosomiclhegrado di causare perdita

di eterozigosi (LOH)J). Il rimanente 10-15% dei casi di CRC sporadidteo
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a quasi la totalita dei CRC ereditari con HNPCCamatterizzato da instabilita
dei microsatelliti (MSI). Questa forma di instatidligenetica e associata ad
inattivazione biallelica di geni implicati nellaparazione dei danni al DNA,
che nelle forme sporadiche € dovuta a metilazioglepdomotore del gene
MLH1, mentre nelle forme ereditarie € caratteriazdé mutazioni di tali geni
nella linea germinalelj.

La piu comune classificazione istopatologica delGCRsia sporadico che
ereditario, proviene dal’American Joint Committee Cancer (AJCC), € in
vigore in tutto il mondo dalla meta degli anni 88idasa su 3 paramet)( il
parametro T, che indica il grado di invasione delarete intestinale; il
parametro N, che indica il grado di coinvolgimedt linfonodi; il parametro
M, che misura il grado di metastatizzazione (Tab2). Per questo motivo il
sistema e detto TNM e rappresenta un’evoluzionestéma di Dukes, piu

semplice, meno stratificato e basato sempre surramorfologici.
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Criteri per la stadiazione TNM

Stadio AJCC Stadio TNM nel carcinoma colorettale
Stadio 0 Tis NO MO Tis: _Tumor_e cqnfinato alla mucosa;
carcinoma in situ
Stadio | T1 NO MO T1. il  tumore invade Ia
sottomucosa
Stadio | T2 NO MO T2: il tumore gi estende alla
muscolatura propria
T3: il tumore si estende alla
Stadio II-A T3 NO MO sottosierosa o ai tessuti perico ici
nei tratti in cui il viscere non (&
rivestito dal peritoneo o perirettal
_ T4: il tumore permea il peritongeo
Stadio II-B T4 NO MO viscerale o si diffonde in organi
contigui
Stadio IlI-A T1-2 N1 MO N;: presenza di. met.astasi dalla3
nei linfonodi regionali. T1 0 T2.
Stadio 1II-B T3-4 N1 MO Nl_: presenza di_ met_astasi dalja3
nei linfonodi regionali. T3 0 T4.
Stadio IlI-C T1-T4, N2 MO NZ: presenza di metastasi in 4 o piu
linfonodi. T1-T4.
M1: presenza di metastasi nei
Stadio IV T1-T4, N1-N3, M1 linfonodi dislocati lungo il decorso

dei vasi venosi di maggior calibr

0.

T1-T4, N1-N3.

Tabella 2: Classificazione istopatologica del tumore al calette.

Questo sistema puo essere migliorato se si comasidemarcatori molecolari

che migliorano la stratificazione dei pazienti engliiil successivo trattamento.

Questi marcatori sono principalmente 2: I'instahitiei microsatelliti nel DNA

(MSI, DNA microsatellite instabilifye lo stato di metilazione di alcune isole

CpG definito CpG island methylator phenotyp@IMP). L’instabilita dei

microsatelliti, trovata nel 15% dei tumori sporadicoinvolge geni come

TGHBIIR, E2F4 e BAX. Il fenotipo CIMP invece si basallsustato di

metilazione dei promotori di alcuni geni tra cui CHN1G, CDKNZ2A,
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CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 e SOCSA).(Secondo questi
due parametri i tumori al colon-retto posso essefaiti: MSI-high (MSI-H),
MSl-low (MSI-L), MS stable (MSS), CIMP-high (CIMP3H CIMP-low
(CIMP-L) e CIMP-negative (CIMP-neg). In base al@ribinazioni fenotipiche

avremo diversi sottotipi tumoralr);:

1. Tipo 1: CIMP-H, MSI-H, BRAF mutato

2. Tipo 2 :CIMP-H, MSI-L o MSS, BRAF mutato

3. Tipo 3: CIMP-L, MSI-L 0 MSS, KRAS mutato

4. Tipo 4: CIMP-neg, MSS

5. Tipo 5 o sindrome di Lynch: CIMP-neg, MSI-H

| pit comuni tumori invasivi (adenocarcinomi) @elon-retto sono dovuti alla
crescita anomala delle cellule della mucosa coldaé del rivestimento
interno dell’organo. Dal punto di vista istologied epidemiologico i tumori
del colon si mantengono distinti da quelli del odithe si sviluppano entro 11
cm dall’'ano) in quanto mostrano incidenza e mdealiverse. Cio suggerisce
che i due tumori possano avere cause correlate,noma completamente
identiche, e caratteristiche biologiche diverse. dtaria naturale di tale
neoplasia é fortemente condizionata dallo stadi@ dealattia. 1| CRC é infatti
un tumore con elevata percentuale di guarigionendpiaancora limitato alla
membrana basale, mentre diventa altamente letddesea progressione poco
controllabile con la terapia, quando supera i gordella parete e metastatizza

ai linfonodi. Conseguentemente la sopravvivenzagetata con lo stadio della
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malattia al momento della diagnosi, € superiore pe&ienti con cancro

localizzato mentre € minima nei pazienti con melattetastatica.

1.2.1 ALTERAZIONI GENETICHE CLASSICHE
ASSOCIATE AL CRC

La progressione tumorale dallo stato di adenomauellay di carcinoma é
accompagnata da alterazioni genetiche multiple @mhesciuta come sequenza

adenoma-carcinoma (Figura B).(

Chromosomal instability Incraasing CIN
Loss of 13g
SMADY
APC KRAS COC4 TPs3
Mormal epithelium Eirly Adesroma i Inteivnedits Late adenoma Canicer
dysplastic crypt adencl

U
Wit signalling KRAS CO4 TGFBRZ IGF2R

MMR gena inactivation
Microsatellite instability and hypermethylation

Figura 1: Descrizione della sequenza adenoma-carcinomadin® temporale in cui i geni
chiave possono essere interessati € mostrata imsaim stadio istologico del tumore (da
Walther A. et al, Nat Rev Cancer 2009).

I CRC prende origine, in oltre il 90% dei casi, da precursore focale,
displastico, polipoide: I'adenoma o polipo adena®at Si tratta di piccole
escrescenze, di per sé benigne, dovute al prakifetelle cellule della mucosa
intestinale. Non tutti i polipi tendono a degenerag la probabilita di

trasformazione neoplastica aumenta nei cosiddatteriomi ad alto rischio”
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che presentano, cioé, caratteristiche microscopapecifiche (componente
villosa, displasia grave) e dimensioni superioaracentimetro. Si stima che
circa il 25% degli adenomi ad alto rischio si taasfi in tumore maligno
attraverso una serie di passaggi intermedi legathwaazioni di carattere
genetico. L’evento piu precoce nella tumorigenesi @RC ¢é legato alla
formazione dei polipi adenomatosi in seguito allatamione inattivante o alla
perdita del gene APQAlenomatous Polyposis Cplriscontrata in circa I'80%
dei casi di CRC. Esso codifica per una proteinaptismatica che promuove la
degradazione della beta-catenina, limitando in tguesdo la trascrizione dei
geni del ciclo cellulare controllati da Wrii)( Tale gene € utumor suppressor
ed e coinvolto in una varieta di processi cellulaitre alla proliferazione
cellulare, quali migrazione cellulare e adesioneogelato al mantenimento
della stabilita cromosomica, nonché dellorganitzae del citoscheletro.
L’aggravarsi degli adenomi e la progressione véastorma di carcinoma é
legata all’acquisizione di mutazioni a livello dgine KRAS. La famiglia Ras e
costituita da tre membri noti come HRAS, KRAS ed AR localizzati su
cromosomi differenti da proto-oncogeni e codificgmoteine G del peso di 21
KDa. La proteina KRAS e localizzata nella membraabulare ed & dotata di
attivita GTPasical(0). Il legame extracellulare di specifici ligandiralcettore
transmembrana come 'EGFEdidermal Growth Factor Recepjocomporta
I'attivazione di una cascata di eventi di trasdoeiael segnale che mediano le
risposte cellulari ai segnali di crescita. Il 50%i @¢asi di CRC sporadico
presenta mutazioni puntiformi a carico del gene KRA 70% delle quali si

verifica a livello dei codoni 12 e 137). La mutazione attivante KRAS svolge

10
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un ruolo fondamentale nella progressione tumoraleCRC, in quanto
sembrerebbe essere associata all’acquisizione dicamportamento piu
invasivo da parte delle cellule tumorali, ed é #mguda delezioni del
cromosoma 18q con la perdita di SMAD4, localizzatovalle di TGF3
(Transforming Growth Factor)3e da mutazioni del gene TP53 nel passaggio
da adenoma avanzato a carcinoma. Il gene TP53jéeintemente deleto nelle
forme tumorali ad alto rischio, che hanno una mimmobabilita di
sopravvivenza, ma tuttavia non € del tutto consierun marcatore
prognostico come KRAS poiché non é stato possiunleelare la sua perdita
all’outcomedei pazienti nel trattamento farmacologid@)( Nei casi di CRC
caratterizzati da MSI possono verificarsi delles@kioni geniche differenti,
ma dalle funzioni analoghe, rispetto a quelle deegper i casi con instabilita
cromosomica. In questi casi, le prime tappe delladrigenesi coinvolgono
alterazioni della cascata di segnali attivata da TWNale alterazione e
frequentemente seguita, nei casi con MSI, da mutaziel gene BRAF (una
chinasi a valle di KRAS) piuttosto che da mutazionKRAS: le mutazioni dei
due geni sono mutualmente esclusive, ed é statostliato che mutazioni di
BRAF hanno un effetto biologico simile a quello efetinato dalle mutazioni
di KRAS, in quanto entrambe si verificano all'imter della stessgathway
cellulare e nella stessa fase di passaggio dafi@dea al carcinoma; d’altra
parte, le mutazioni del gene BRAF sono in geneseoritrate in tumori meno
avanzati, a differenza delle mutazioni di KRAS3( 19. La presenza di
mutazioni di microsatelliti a livello dei geni TGR2 (TGFS Receptor P

IGF2R (nsulin-like Growth Factor 2 Recepfore BAX, determina

11
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I'attivazione di un meccanismo di progressione trateo indipendente da

TP53.

1.2.2 ALTRE ALTERAZIONI GENETICHE

Uno degli oncogeni a piu alta frequenza di mutazioei tumori solidi € il
fattore di trascrizione MYC, che risulta amplifioad sovraespresso nel tumore
al colon, alla prostata, al polmone e nel medudlstdma 15). | geni attivati da
MYC sono coinvolti nel metabolismo cellulare, ndbi@sintesi delle proteine,
nel ciclo cellulare e apoptosi e per molti microRN#®me il cluster miR-17-
92, sovraespresso in molti tumori e consideratoabrun oncomiR 16), €
stato ormai dimostrato il controllo diretto o inetilo da parte di MYC. Inoltre
MYC e a sua volta controllato dallpathway di Wnt/[3-catenina, che ne
promuovono l'espressione, e per questo motivo gioca ruolo nella
formazione delle cellule staminali tumoralcancer initiating cell49). Queste
cellule rappresentano solo una piccola sottopopmiaz presentano specifici
marcatori di superficie (CD133 nel tumore al col@id) hanno un’estensiva
capacita proliferativan vitro e tumorigenican vivo (17).

Coinvolto nel mantenimento di un fenotistemnes® associato al tumore al
colon, il genetumor-suppressoPTEN, che codifica per una fosfatasi che
trasforma il PIP3 (fosfatidil-inositolo 3-fosfata) PIP2 (fosfatidil-inositolo 2-
fosfato), determina il blocco del segnale di peskizione cellulare innescato da
guesto secondo messaggero. Questo gene risultdomutdeleto in molte

forme tumorali e la sua normale attivita si espliegerminando il blocco dei

12
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segnali proliferazione e l'induzione all'apoptodB). Nel tumore al colon in
particolare la sua perdita & correlata a formeiteneel rare associate alRTEN
Hamartoma Tumor Syndrom@HTS) (L9) e alla resistenza farmacologica
(20,20). Anche altri geni dellgpathwaydel fosfatidil-inositolo 3-fosfato sono
stati trovati mutati in CRC. Ad esempio, il gen&BCA (Phosphoinositide-3-
Kinase, Catalytic, Alpha rappresenta uno dei geni a piu alta frequenza di
mutazione sia nel tumore al colon-retto che in lgual seno 22), e sue
mutazioni attivanti sono associate a resistenzadaologica 20,27).

Recenti progressi nell’applicazione degli studiadisociazione genomica o
Genome-Wide Association StUBWAS) hanno permesso l'identificazione di
nuovi geni candidati fattori di rischio o di sugddstita coinvolti nel CRC. Fino

a meta del 2007 non era stato identificato nessalmprfismo o varianti
comuni che in maniera riproducibile potevano essssociati al rischio di
insorgenza di CRC. Una maggiore rigorosita nelle@zsene del fenotipo e
I'avvento di metodiche dscreeningper polimorfismi tramite piattaformagh-
troughput(HT) ha permesso negli ultimi anni di identificdri@ varianti a bassa
penetranza associate al CRC che potrebbero congrilall’eziologia del
tumore. Tra le dieci varianti di suscettibilita idigicate vi sono SNP associati
a geni della famiglia del TG# inclusi SMAD7, GREM1, BMP2, BMP4 e
RHPN2. Questa elevata rappresentanza di genifdetiglia TGH suggerisce
un ruolo chiave di questaathwaynella predisposizione alle forme sporadiche

del CRC 23).

13
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1.3.1 PREVENZIONE E DIAGNOSI

L'evoluzione del CRC e lenta; per questo motivasdaeeninge uno strumento
importante per la diagnosi precoce e per orgargzzaia migliore strategia
terapeutica. Esistono chiare evidenze che la rishézdella mortalita per CRC
puo essere ottenuta attraverso l'identificazioiletrattamento della neoplasia
in stadio precoce e soprattutto con l'asportazidaee polipi adenomatosi,
precursori del CRC. Infatti, la maggior parte d&C sono adenocarcinomi e
derivano della trasformazione di un polipo adenasaiattraverso la sequenza
adenoma-carcinoma. E' acquisizione recente cheiligppo, la crescita e la
eventuale trasformazione maligna dei polipi aderiosiasono associate
all'accumulo di alterazioni di oncogeni e geni oumpressori. Talune
alterazioni genetiche, quando ereditate e presémtitutte le cellule
dell'organismo, predispongono allinsorgenza dei CCRereditari. Piu
frequentemente i fattori ambientali alterano daeténte, nel corso della vita, il
DNA delle cellule epiteliali della mucosa intestmanducendo o favorendo la
progressione tumorale. L'obiettivo di questireeninge quello di ridurre in
modo significativo l'incidenza e la mortalita pear@noma colon retto

attraverso varie strategie:

o Prevenzione primaria

o Prevenzione secondaria

o Diagnosi precoce

o0 Sorveglianza di soggetti a rischio elevato

o Informazione della popolazione

14
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1.3.2 TEST DIAGNOSTICI

Ricerca di sangue occulto nelle feci

Si tratta di un test dicreeningda effettuare annualmente. Deve essere fatto su
tre defecazioni consecutive; se positivo il coaetpprofondimento diagnostico
e la colonscopia, in alternativa la rettosigmoidgsa e il clisma opaco a

doppio contrasto.

Rettosigmoidoscopia

La rettosigmoidoscopia si avvale di un endoscopgn esplorare la parte
terminale dellintestino crasso (colon sigma e djttl polipi evidenziati
possono essere asportati endoscopicamente; ma qamudeve essere
consigliata I'esplorazione di tutto il colon, cool@nscopia, per escludere altre
proliferazioni nei distretti non esplorati. L'uniendi questa tecnica di
screeningcon la precedente aumenta in percentuale il riscingento di lesioni

neoplastiche.

Clisma a doppio contrasto

E una radiografia dell'intestino, previa introduzéodi una miscela di aria e
bario, che funge da mezzo di contrasto. Non pueressonsiderato un valido
test discreeningdal momento che puo non evidenziare piccoli pplipn

permette I'esecuzione di biopsie, né I'asportazidnpolipi. Nei casi dubbi é

sempre indicata I'esecuzione di colonscopia.

Colonscopia

15
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Questo esame permette la visualizzazione di tuttolon, l'identificazione ed
asportazione di tutti i polipi nonché la possikildi effettuare biopsie. Non
mancano degli svantaggi che includono la prepanazial disagio per il
paziente, potenziali complicanze, i costi e la fmgscarenza di strutture. In
virtt del lungo effetto protettivo e dell’alta sdmta la colonscopia puo essere
considerata il piu efficace test slireening Per ovviare al disagio derivante da
una colonscopia normale recentemente € stata naepsato la colonscopia
virtuale, un esame di tomografia assiale computat& (TAC) dell’addome,
eseguito dopo aver disteso il colon con aria orafedcarbonica. Completato
'esame, le immagini TAC sono inviate a un computer elaborate da un
software dedicato che consente la visualizzaziaia duperficie interna del
colon in 2 e 3 dimensioni. In caso di riscontropdiipi o tumori il soggetto
dovra comunque eseguire una colonscopia tradiZopat la biopsia o una

polipectomia.

1.4.1 TARGETS MOLECOLARI E TRATTAMENTO DEL
CARCINOMA COLO-RETTALE

Il tipo di trattamento del CRC dipende da una pitieadi fattori e
principalmente dalle dimensioni, dalla localizzawoe dall’estensione del
tumore, nonché dalle condizioni generali del paeieSono applicabili vari tipi
di trattamento, dall'intervento chirurgico (che eente l'asportazione della
massa tumorale unitamente ad una porzione sanardatio e ai linfonodi

adiacenti), alla radioterapia, immunoterapia o doggmapia. Quest’'ultima, che

16
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consiste nell’'utilizzo di farmaci antiblastici paistruggere le cellule cancerose,
viene impiegata oltre che per controllare la ctesnoeoplastica o alleviare i
sintomi della malattia, anche dopo trattamentouchico ai fini di eliminare le
cellule tumorali residue. Talvolta diventa necessatilizzare combinazioni di
trattamenti diversi. Attualmente, sono disponildiifferenti regimi di agenti
chemioterapici dotati di effetto citotossico, quiglifluoropirimidine (inibitori
della timidilato sintasi), I'oxaliplatino (un anajo del platino che viene spesso
associato alla terapia con fluoropirimidine), aifiotecan (un inibitore della
topoisomerasi 1). Tuttavia, le nuove linee di ro@erfarmacologica si sono
rivolte all'identificazione di agenti in grado diterferire in maniera selettiva
contro bersagli molecolari specifici al fine di aemtare la selettivita del
bersaglio e di ridurne gli effetti collaterali sstici. Questi nuovi farmaci
vengono usati sia da soli che in associazione adtaghemioterapici classici
in trials chemioterapici. Tra i nuovi farmaci piu utilizzatel trattamento del
CRC si annoverano gli inibitori del’lEGFREpidermal Growth Factor
Receptoy e gli inibitori delle tirosin-chinasi a basso pesolecolare, oppure
gli inibitori del VEGF {ascular Endothelial Growth Factprcome |l

bevacizumab.

17



Introduzione

1.4.2 TERAPIA ANTI-EGFR: CETUXIMAB E
PANITUMUMAB

L’EGFR e un membro della famiglia di recettori Erb@stituita da quattro
recettori correlati tra loro, ErbB1, ErbB2, ErbBd8 &rbB4, che nella loro
forma attiva formano omodimeri od eterodimeri &albjwengono stabilizzati
dal legame del loro ligand®4). L'EGFR rappresenta il collegamento tra lo
spazio extracellulare ed il sistema intracelluldirérasduzione del segnale che
regola i processi nucleari coinvolti nella cresatlulare, differenziamento,
sopravvivenza, progressione attraverso il ciclolutale, angiogenesi e
sensibilita ai farmacil3). Sono stati identificati diversi ligandi per 'R, tra
cui EGF, TGl e la neoregulina; il loro legame nella porzionéraoellulare
del recettore ne determina I'attivazione tramitefasforilazione del dominio
tirosin-chinasico, che a sua volta e responsabkilkattivazione della cascata di
segnali intracellulari. Sono state individuate deegpathwayscontrollate da
qguesti recettori, tra cui quelle di JAK-STAT, PIKXKT e la cascata RAS-
RAF-MAPKSs. Quest'ultima é innescata dall’'attivazéodi RAS e a successive
serie di fosforilazioni in grado di attivare le MKB, ERK1 ed ERK2. ERK1/2
regolano la trascrizione di molecole associate afaoliferazione,

sopravvivenza e trasformazione (FiguraZg)(
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Figura 2. EGFR epathwaysnolecolari da esso regolate (da Walther A. ilat,Rev Cancer
2009).

L'EGFR e frequentemente sovraespresso o iperaitimat tumori di origine
epiteliale, incluso il CRC, e tale sovraespressi@rstata spesso associata alla
resistenza dei tumori ai farmaci dotati di attivititotossica, tanto da
rappresentare un indicatore di prognosi sfavore{&ile

Fin dal 1994 sono state create delle molecole amh@znibitoria del dominio
tirosin-chinasico del recettore, come il Gefinifitessa), usato néiials clinici

a partire dal 2003. L'approccio terapeutico piterge € rappresentato invece
da anticorpi monoclonali rivolti contro I'EGFR, irgrado di inibire
I'interazione tra 'EGFR ed i suoi ligandi naturakllo spazio extracellulare. Il
recettore viene internalizzato e degradato portahddocco del ciclo cellulare,

all'inibizione dell’angiogenesi, invasione e metatgzazione; inoltre I'azione
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antitumorale viene condotta attraverso fenomenicitbtossicita cellulare
mediata da anticorpR().

Dal 2004 ad oggi sono state sviluppate diversepieraasate su anticorpi
monoclonali contro 'TEGRF. Tra le prime molecolelintate sui pazienti ci

sono stati il Cetuximab (Erbitux) e il Panitumun(®ectibix) (Figura 3).
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Figura 3. Terapia anti-EGFR e mutazioni di KRAS.

II Cetuximab e un anticorpo monoclonale IgG1 chis®ruomo/topo e ad
ampia azione, che agisce contro il dominio extiatze dellEGFR (1).

Come anticorpo monoclonale, la modalita di azioelkeGktuximab si distingue
dai trattamenti chemioterapici standard non seletii legame comporta
I'internalizzazione del recettore causando unattdirénibizione della sua
attivita tirosin-chinasica. Cio a sua volta provddalocco della trasduzione del
segnale attraverso le vie PI3K/AKT e RAS-RAF/MAPKg&ducendo
meccanismi proapoptotici ed inibendo la prolifecsus cellulare, 'angiogenesi

e la formazione di metastasi (Figura 3p)( Cio comporta la riduzione sia
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dell'invasione dei tessuti normali da parte dellellude tumorali sia
dell’espansione del tumore a nuovi siti. Si ritiem®ltre, che il Cetuximab sia
in grado di inibire l'attivita riparatoria delle bkéle tumorali verso il danno
causato dalla chemioterapia e radioterapia, e ¢iedime la formazione di
nuovi vasi sanguigni all'interno dei tumori; cid siaduce in una globale
soppressione della crescita tumorale. Inoltre, dade metastasi sono limitate
al fegato, la diminuzione della massa tumorale ialtimcasi consente la
resezione chirurgica del tumore, con maggiori podta di cura. L’effetto
collaterale piu comune associato alla somministrazidel Cetuximab € uno
sfogo epidermico simile all’'acne che sembra comeregsere correlato ad una
buona risposta alla terapiag). L’efficacia anti-tumorale del Cetuximab é stata
dimostrata sia da solo che in combinazione con adgnti chemioterapici: ad
esempio, in pazienti metastatici con tumore al maocarcinoma della testa e
collo a cellule squamose, viene usato in associazton l'irinotecan.

Il Panitumumab é un anticorpo monoclonale dellssg#algG2, ed € il primo
anticorpo monoclonale totalmente umano utilizzatoambito terapeutico;
come il Cetuximab, esso agisce inibendo l'attivigi’'EGFR, bloccando il
legame con I'EGF e il TGE- (29). Fin dal 2006 & stato approvato il suo
utilizzo e ha mostrato una notevole efficacia antibrale nei pazienti sia da
solo che in combinazione con le fluoropirimidingabplatino e irinotecan.

E’ noto che non tutti i pazienti affetti da CRCpiagdono in modo positivo alla
terapia con il Cetuximab o il Panitumumab: vi somi@tti dei fattori genetici
predittivi della risposta, tra i quali sicuramerntepiu significativo e ormai

validato da diverso tempo €& lo stato mutazionaleK&®AS (Figura 3).
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Numerositrials condotti negli ultimi anni hanno dimostrato chmazienti CRC

che presentano specifiche mutazioni puntiformi gksie KRAS a livello dei

codoni 12 e 13 non rispondono alla terapia, metiteé i pazienti che

rispondono positivamente al farmaco sono priviaelutazione30, 3J). Oltre

a KRAS, altri fattori coinvolti nell'efficacia dell risposta alla terapia anti-
EGFR sono il numero di copie di EGFR e la sua essione, lo stato
mutazionale di BRAF, PIK3CA e PTEN, ma la loro edftia predittiva nella

risposta alla terapia e tutt’ora da provare.

1.4.3 MECCANISMI MOLECOLARI DI RESISTENZA ALLA
TERAPIA ANTI-EGFR

Come gia detto KRAS rappresenta il piu forte man@atpredittivo della
risposta al Cetuximab/Panitumumab e il suo statustamonale viene
routinariamente controllato prima di intraprenddee terapia. Oltre alle
mutazioni attivanti su KRAS esistono altri meccamisnolecolari di resistenza
ad oggi non del tutto chiariti, come le mutaziottivanti su BRAF, molto
comuni in diversi tumori. E' stato infatti ossematche le mutazioni
BRAFV600 in pazienti CRC sono associate a resist@fia terapia anti-EGFR
(32), ma poiché tali studi sono stati condotti su wmero ancora basso di
pazienti, il ruolo di BRAF come marcatore predittinella terapia rimane
elusivo. Inoltre, nonostante siano stati condattmerosi studi sia nel tumore al
colon che in altri tumori con sovraespressione GiFR, non é stata trovata
associazione predittiva tra il numero di copie le/sovraespressione di questo

recettore con la resistenza alla terapia anti-E@ER ha fatto ipotizzare che, a
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parte le mutazioni su KRAS, esistano altri mecaanimolecolari di resistenza.
La sovraespressione di VEGF e VEGFR in cellule taindn vitro e la
successiva promozione dell’angiogendsi vivo € uno degli ipotetici
meccanismi di resistenza piu accreditati e a tap@sito sono in corso studi
per la creazione di molecole con doppia azione-BG#R/VEGF 83). Un
altro affascinante meccanismo di resistenza sardbbeto alla localizzazione
nucleare di EGFR, trovata in molte patologie umanassociata all’attivita
della proteina come fattore di trascrizione. Laltveazione nucleare sarebbe
mediata dalle chinasi oncogeniche della famiglia 8he sono associate anche
a un altro meccanismo di resistenza alla terapiaEpFR, cioe quello legato
all'iper-attivazione del dominio tirosin-chinasiatel recettore 33). Infine,
I'espressione di varianti troncate di EGFR privd deminio di legame al
ligando e che sono quindi costitutivamente attivegme EGFRuvIII
(sovraespresso nel tumore al polmone) potrebbereapptare un ulteriore

meccanismo di resistenza diverso dalle mutaziolRAS.
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1.5 MICRORNA

I miRNA costituiscono una famiglia di piccoli RNAdogeni, non codificanti,
a singolo filamentos9, di una lunghezza compresa tra i 21 e i 25 ntided

cui ruolo fondamentale e quello di regolare negatignte I'espressione genica
a livello post-trascrizionalepst-transcriptional gene silencinTGS) negli
animali e nelle piante. In particolare, i mIRNA sgpno mediante il
riconoscimento di specifici mRNAtargets al fine di determinarne la
degradazione o la repressione della traduzione.

Da un punto di vista funzionale & stato dimostreb@ esistono numerosi
MiRNA capaci di riconoscere ptargets e che molti di questi possono essere
regolati da diversi miRNA. Tali affermazioni congamo pertanto di
considerare i singoli miIRNA come piccoli elementi cbntrollo di piu
complessepathwaysregolatrici, che nei fatti stanno alla base di ntose e
fondamentali funzioni, che spaziano da quelle aneéinte cellulari, tra cui la
regolazione del ciclo cellulare, la proliferazioredlulare, il differenziamento e
'apoptosi, per poi coinvolgere alcuni processi chguardano lintero
organismo, comprendenti lo sviluppo embrionale @dposta immunitaria, e
numerose altre. Inoltre recenti studi hanno dinastil ruolo fondamentale dei
miRNA nel self-renewale nel differenziamento delle cellule staminali. |
mMiRNA svolgono le loro funzioni in modo fisiologicpoiché presentano degli
specifici e dinamicipatternsdi espressione temporale e spaziale. Tuttavia, e
stato dimostrato che nel caso in cui la loro espoee risulti essere alterata, i
MiRNA possono essere coinvolti in diverse malattiemplesse, tra cui

numerosi tumori (Tabella 3).
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Expression pattern microRNA References
Tissue-specific expression patterns of mammalian microRNAs

ES-cell specific miR-296 86
Expressed in ES cells, but miR-21 and miR-22 86
upreguated on differentiation

Expressed in both ES cels miR-15a, miR-16, miR-19,b, miR-92, miR-93, 86
and various adult tissues miR-96, miR-130 and miR-130b

Enriched during mouse miR-128, miR-19b, miR-9, miR-125b, miR-131, 26,90
brain development miR-178, miR-124a, miR-266 and miR-103

Enriched in adult brain miR-9*, miR-125a, miR-125b, miR-128, miR-132, miR-137, 26

miR-138, miR-7, miR-9, miR-124a, miR-124b, miR-135,
miR-153, miR-149, miR-183, miR-190 and miR-219

Enriched in lung miR-18, miR-18a, miR-24, miR-32, miR-1350, miR-213, 26
miR-20, miR -141, miR-123 and miR-200b

Enriched in spleen miR-99a, miR-127, miR-142-a, miR-142-s, miR-151, 26
miR-189 and miR-212

Haemstopoistic tissues miR-181, miR-223 and miR-142 26

Enriched in liver miR-122a, miR-152, miR-194, miR-199 and miR-215 26

Enriched in heart miR-1b, miR-1d, miR-133, miR-206, miR-208 and miR-143 26

Enriched in kidney miR-30b, miR-30c, miR-18, miR-20, miR-24, miR-32, 26
miR-141, miR-183 and miR-200b

Ubiquitously expressed miR-16, miR-26a, miR-27a, miR143a, miR-21, let-7a, 26

miR-7b, miR-30b and miR-30c
Abnormal microRNA expression during tumorigenesis

Downregulated in chronic miR-15 and miR-16 102
lymphocytic leukaemias

Downregulated in lung cancer cell lines miR-26a and miR-992 89
Downregulated in colon cancers mIR143/miR-145 cluster 103
Upregulated in Burkitt lymphoma miR-155 88

ES cells, embryonic stem cells.

Tabella 3. Elenco di alcuni miRNA tessuto-specifici, e diwaic coinvolti in patologia. Da
notare il gran numero di referenze associate ad WRNA (da He L. et al, Nat Rev Gen
2004).

Pertanto, I'azione ad ampio spettro dei miRNA c¢asce un nuovo ed
altamente regolato livello di controllo dell'espseme genica, essenziale nella

normale fisiologia delle cellule animali e vegetali

1.5.2 ORGANIZZAZIONE DEI MICRORNA NEL GEN OMA
UMANO

Ad oggi sono stati identificati centinaia di miRNAnani, 940 secondo la piu
recente versione diniRBase sia mediante un approccio sperimentale sia
mediante analisi computazionale. Tutti i miIRNA sedp vengono infatti
puntualmente depositati n&anger centre miRBase databasen vero e

proprio registro dei miRNA, in cui sono annotatédue loro caratteristiche,
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accessibilionline (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.ghtimltale
databasesono presenti anche le informazioni che riguardangenomica dei
mMiRNA, ovvero il modo in cui i loro geni sono orgarati sui cromosomi
umani. In particolare, i geni codificanti i miRNAoigo distribuiti su tutti i
cromosomi, eccetto il cromosoma Y, e nel 50% desi gani per differenti
mMiRNA sono localizzati in loci adiacenti, organimg@si in veri e propri
clusters ad esempio, itlustercostituito dai miRNA hsa-let-7a-1, hsa-let-7f-1
e hsa-let-7d presente nel cromosoma 9. Cio comploftto che tali geni
vengano trascritti simultaneamente generando urscritedo primario
policistronico. I miIRNA inclustersspesso sono correlati funzionalmente, ma
non &€ sempre cosi poiché questo dipende principdémedalla sequenza
primaria del maturo. Inoltre, si ritiene che la garta di sequenza tra i diversi
mMiRNA in clustersia dovuta a fenomeni di duplicazione genica graiguella
che avviene per i geni codificanti proteine. Perarga concerne la
localizzazione genomica dei miRNA, essi possoneresdistinti in (Figura 4):

o0 mIRNA intergenici

0 mIRNA intronici in trascritti codificanti

o0 mIiRNA intronici in trascritti non codificanti

o mIiRNA esonici in trascritti non codificanti
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{a) Intranic miRNA& in protein-coding TU (61%)
miR-10
HOx48
{b) Intrenic miBMNA in non-coding TU {158%)
miR-15a miR-16-1
DLELZ
{C) Exonic miRMA in non-coding TU {20%)
miR-155
, [ v /
——0 #—
BiC TRENDS in Ganazs

Figura 4. Organizzazione genomica e struttura dei geni deiaRNA. Nell'immagine si pud
notare la localizzazione della regione corrispotelan pre-miRNA dei microRNA (triangolini
verdi), nell'ambito dell’'unita trascrizionale dekge ospite. Da notare, che i quadratini o i
rettangoli gialli rappresentano gli esoni, e leeirche vi si frappongono sono gli introni. Inoltre
si puo individuare la presenza dadlister costituito dal miR-15a e dal miR-16-1 (da Kim VN.
et al, Trends in Genetics 2006).

1.5.3 BIOGENESI DEI MICRORNA

Il processo mediante il quale si giunge alla forimaz dei miRNA maturi
piuttosto complesso e si compone di numerose tapgso ha origine nel
nucleo e giunge a completamento a livello del ¢gsma (Figura 5).

La trascrizione dei geni per i miRNA é mediata pitentemente dalla RNA
Polimerasi Il (Pol Il) 84, 39 sebbene esistano casi di trascrizione da parte
della RNA polimerasi Il (Pol 1) 6): il risultato € una molecola precursore |l
pri-miR, della lunghezza di diverse centinaia dcleotidi, che nel nucleo si
ripiega a formare una struttura a forcina a dopitanento, spesso contenente

la sequenza per miRNA maturi differenti.
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Figura 5. Modello per la biogenesi e per l'attivita di sopgsione trascrizionale dei microRNA
(da Filipowicz W et al. Nat Rev Genet 2008).

Questa molecola subisce dei clivaggi sequenzialializaati da due
endonucleasi, Drosha e Dicer, entrambi le qualis@gio all'interno di
complessi insieme a proteine contenenti dominiradg di legare molecole di
RNA a doppio filamentodsRNA binding domaingisRBDs) (Figura 5). Le

proteine Drosha e Dicer possiedono degli speaifachini catalitici RNAsi di
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tipo Il (RIIIDa, RRIIDb) conservati, che agiscomenerando delle estremita

3’ sporgenti di 2 nucleotidi (Figura 6).

P-rich  RS-rich RlDa RIDL dsRBD
Human Drosha
(1374 aa)
Wi dsRBD
Human DGCR8 S
(773 aa)
DEAD Helicase DUF283 PAZ RllDa_ RIDb dsRBD
Human Dicer
(1922 aa)
PAZ MID PIWVI
NC__L - Ll wC

© N5 end of
guide strand

Figura 6. Domini conservati e struttura delle proteine dédlmiglia RNAsi di tipo 11l (A) e
Argonaute (B) (da Kim VN et al., Nat Rev Mol CeldBR009)

La prima reazione di clivaggio avviene nel nuclebapera di Drosha, che
forma un complesso con la proteina Pasha (DGCR8gnte parte della stessa
famiglia. Il complesso Drosha/Pasha scinde il pfRm@enerando una molecola
con struttura a forcina di circa 70 nucleotidi, pte-miR. Dopo [l'iniziale
clivaggio da parte di Drosha il pre-miR viene espior dal nucleo al
citoplasma ad opera dellEsportina 5 (Exp5), un spoatatore
nucleo/citoplasmatico GTP-dipendente&7)¢ Una volta all'interno del
citoplasma, il precursore a forcina viene cliva# Micer (all'interno di un

complesso con TRBPTAR RNA binding prote)ncon formazione di una

29



Introduzione

piccola molecola di RNA duplex con appaiamenti infgi#i di dimensioni
variabili tra 21 e 25 nucleotidi, contenente siéildmento maturo del miRNA
che il suo filamento complementar88( 39. Nei mammiferi il Dicer
interagisce con le proteine Agol-Ago4, le qualieasislandosi con il miRNA
maturo formano il complesso miRISC (microRna Indu&dencing Complex)
che guidera il miRNA nel riconoscimento del messaggarget Le proteine
Ago fanno parte di una antica famiglia, le Argomaupresenti in tutti gli
eucarioti e dotate anch’esse di motivi specificiddmini PAZ e MID per
I'ancoraggio del’RNAtargetal 3’ e 5" e il dominio PIWI per il taglio (Figura
6). Nel complesso del miRISC, oltre alle proteingoAsono state trovate
proteine della famiglia GW182 (TNRC6A, TNRC6B, TNRC nei
mammiferi), contenti glicina e triptofano e del pesli 182 kDa, che
sembrerebbero avere un ruolo importante nella ssmee trascrizionale
mediata dai miRNA40) e agirebbero come cofattori delle Ago. Al momento
in cui il duplex e stato formato in seguito allaze di Dicer, i due filamenti
presentano una stabilita differente da un puntdsia termodinamico a livello
dell'estremita 5’; sebbene il mMiIRNA maturo possaees localizzato in uno o
nell'altro filamento in modo indistinto, esso siigina quasi sempre dal
filamento che presenta I'estremita 5 piu instabileentre I'altro filamento
verra degradato4(). Tuttavia, nei rari casi in cui le due estremia
presentano una stabilita paragonabile, ognuno deifilamenti puo con la
stessa probabilita andare a costituire il miRNA umatdotato di attivita

biologica @2).
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Un meccanismo a parte € rappresentato da quellpeineette la maturazione
di una sottofamiglia, mirtrons Essi si trovano all’interno di introni di trasttri
di seconda classe e vengono maturati dopsplwing senza l'intervento del
Drosha {3). L'RNA che si genera forma una struttura a foaciche viene

esportata nel citoplasma dall’Esportina 5 e taglditettamente dal Dicer.

1.54 REGOLAZIONE POST-TRASCRIZIONALE
MEDIATA DAI MICRORNA

Una volta avvenuta la formazione del miRISC, coetge il miR-maturo, puo
avvenire I'appaiamento di questo con il messagtgget Nei metazoi i siti di
legame per i miRNA risiedono a livello della reggo8 UTR delle molecole di
MRNA e sono spesso presenti in copie multiple, e necessaria affinche
si abbia un’efficiente repressione della traduziddé). E’ stato tuttavia
osservatoin vitro che il riconoscimento miRNA-mRNA avverrebbe anche
nelle regioni codificanti o nel 5’UTR dellmRNA ahe se questi siti di
appaiamento non avrebbero sufficiente capacita i&nzZamento e
svolgerebbero solo un ruolo marginad)( Negli animali, a differenza delle
piante, I'appaiamento con t&rget avviene di solito in maniera imperfetta per
la presenza dbulge o appaiamenti non canonici GU, ma la condiziong pi
importante affinché il silenziamento avvenga in reem efficace € che ci sia
complementarita perfetta in una regione in 5’ d&®NA dettaseed(che va dal

secondo all’'ottavo nucleotide del miRNA maturo).

31



Introduzione

Una volta associato al’'mRNA bersaglio, la funzianiitoria del complesso
RISC si esplica mediante diversi possibili mecaanifustrati nella Figura 7 e
che ricadono in due grandi categorie gia citate:

o Inibizione della sintesi proteica

o Deadenilazione dellmRNA cui consegue la degradazidella stessa

molecola a causa di un’aumentata instabilita dé&ti .

Deadenylation Protealysis
{followed by decapping and degradation) {degradation of nascent peptide)

[mRMA storage
or degradation)

| v

mikMP binding

\

Initiation block Elongatien bleck
(repressed cap recognition or 605 joining) (slowed elongation or ribosorne ‘drop-off')

Figura 7. Rappresentazione grafica, di alcuni dei possibdccanismi d'azione del complesso
RISC indotto dai miRNA. Il messaggetarget pud essere deadenilato e degradato, oppure puo
essere inibita la sua traduzione, in diversi madirgppresentati (da Filipowicz W et al.,Nat
Rev Gen 2008).

La repressione tradizionale avviene nella faseanidia della traduzione. Negli
eucarioti in questa fase viene riconosciutedp in 5° (m’'GpppN) da parte
delle proteine elF4E, elF4F, elF4G; quest’ultimegdndosi alla proteina
PABP1 legata alla coda di polyA favorisce I'avvigmento delle due estremita
del trascritto favorendo cosi il posizionamento lalel subunita 40S del

ribosoma sul messaggero. Esperimenti con messaggpenrter aventicap
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modificati (cioé ApppN), oppure siti di riconoscinte del ribosoma (IRES)
interni, hanno permesso di dimostrare che il cosgdedel miRISC, ed in
particolare le AGO, pur avendo minor affinita pecap di elF4E, competono
con quest'ultimo e impediscono cosi I'inizio delieaduzione 40). Sembra
invece meno rilevante l'effetto dei miRISC sul legadella coda di polyA,
poiché i dati ottenuti finora dipendono dal modedlioalizzatoin vitro, cosi
come € controverso l'effetto nelle fasi @longation della traduzione.
Nonostante inizialmente si pensasse che il rualongi®NA si esplicasse solo a
livello di repressione traduzionale, oggi si sa emehe essi agiscono anche
determinando la degradaziorse¢ay del target Questa avverrebbe secondo
un meccanismo ancora poco chiaro, in cui il miRi8€uterebbe i componenti
di degradazione del’lRNA (esonucleasi) safget cio inizierebbe a livello
citoplasmatico e poi seguirebbe in organuli spexati, i P-bodies. Queste
strutture subcellulari rappresenterebbero i sitdeposito e smaltimento dei
trascritti e al loro interno sono state trovateeollle proteine del macchinario
di degradazione, incluse le proteine Ago e GW14E3. (E’ stato anche visto
che in alcuni casi il processo di repressione tamhale miRNA-mediato é
reversibile e cio potrebbe essere molto importaetieprocessi di tipswich
on-offdurante lo sviluppo. In questi casi & stato osderche la traduzione del
messaggeraarget viene bloccata e riattivata a seconda delle camdliz
nutrizionali, come per il miR-122 e il suarget CAT1 (46) nelle cellule di
epatoma, o0 a seconda della localizzazione, comd peR-134 e LIMKL1 nei

neuroni @7).
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1.5.5 REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE DEI microRNA

La regolazione dell’espressione dei miRNA é fondatale per il ruolo svolto
da queste molecole ed e quindi fortemente regaigbél punti durante la loro

biogenesi.

1. Regolazione della trascrizione
2. Regolazione del processamento
3. Editing

4. microRNA decay

La regolazione della trascrizione avviene come ing#hi di seconda classe
poiché a livello dei promotori dei miRNA sono presSegli stessi elementi
regolativi (TATA box sequences, CpG Islands, iripia elements) dei
promotori per i geni codificanti proteine. Moltitfari di trascrizione (TF)
regolano l'espressione tessuto-specifica o sviluggexifica, ad esempio
MYC/MYCN che stimolano I'espressione del clustecogenico miR-17-92 in
cellule di linfoma {8), o REST che inibisce I'espressione del miR-124 in
cellule non neuronali o progenitori neuronali treerde acetilazione istonica e
metilazione del promotorel9). | miIRNA stessi possono a loro volta regolare
'espressione dei TF, creando cosi dei circuiti rdgolazione positiva o
negativa nei quali il preciso controllo della quentdel miRNA o del TF
determina I'effetto fisiologico finale.

La regolazione del processamento dei miRNA avvignkvello del Drosha,

del Dicer e delle loro proteine accessorie. Ad gseng stato visto come
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alcune elicasi nel topo (p68 e p72) e le proteiNAB, trasduttori dei segnali
della via del TGH3 e BMP, agiscano a livello del Drosha, controllando
produzione del pri-miR50). A livello del pre-miR invece e stato visto, ad
esempio, che i livelli di Dicer vengono controllagi stabilizzati dal suo
cofattore TRBP. Infatti € stato osservato che, dsijimolazione da parte dei
fattori di crescita, ERK fosforila TRBP e quindiabtlizza indirettamente il
Dicer, portando a un generale aumento di tutteimprR G1).

L’editing del pri-miR o del pre-miR da parte defieoteine ADAR &denosine
deaminasg che catalizzano la conversione dell’adenosina inesina,
altererebbe la struttura secondaria e quindi kilgta mentre I'editing neseed
del miRNA maturo da parte di altre proteine alteb&e il riconoscimento del
target (50). Infine la regolazione della stabilita e degradae del miRNA
maturo permette di controllarne la quantita finadla cellula e quindi I'effetto
biologico. E’ stato osservato che i miRNA sono iengrale piu stabili dei
messaggeri di seconda classe e hanno un’emivitaalda alcune ore a molti
giorni. In generale comunque il preciso controlés decaypotrebbe avere un
ruolo fondamentale nei meccanismi di sviluppo @sposta di tipaswitch on-
off, ad esempio nello sviluppo della retina del tapodi i livelli dei miR-204 e

miR-211 diminuiscono rapidamente nei neuroni mamalia glia 62).
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1.6.1 MICRORNA E TUMORI

Negli ultimi anni, la lista delle classi di geniaskicamente considerati come
oncosoppressori 0 oncogeni e stata rivisitata, nelese resa necessaria
I'espansione di quest’ultima per includere anchiahaiglia dei miRNA; queste
molecole, come e stato precedentemente asserito, isogrado di regolare
negativamente la stabilita e il processo di traoleidegli MRNA e risultano
implicate in diversi processi cellulari quali carito del ciclo cellulare,
differenziamento ed apoptosi. L'espressione dei M#Re generalmente
tessuto-specifica e fortemente dipendente dalldivdil differenziamento della
cellula, per cui la presenza di significative at@oni nei livelli di espressione
dei miRNA in un tessuto tumorale potrebbero serepliente rappresentare
delle conseguenze secondarie a processi piu drettz implicati nella
tumorigenesi, piuttosto che essere un elementcatadgettamente associato
alla trasformazione neoplastica della cellula ste significativo numero di
geni dei miRNA sono localizzati in regioni genomnechrequentemente
riarrangiate nei tumori, come siti fragili, regiahélete (inimal region of loss
of heterozigosity, LOHo amplificate fninimal ampliconse regioni comuni di
break-point fornendo un’ulteriore evidenza del loro ruololaglatogenesi del

cancro 63,59.
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Figura 8. Localizzazione dei microRNA in CAGRcdncer associated genome regipida
Croce CM, Nat Rev Genet 2009) .

Alterazioni nei livelli di espressione dei miRNA rgp state documentate in
diversi tipi di cancro, incluso il carcinoma del@o-retto, e tra questi spesso si
annoverano i miRNA che hanno come bersaglio gaeyolatori dello sviluppo
del cancro come E2F e RAS4( 59. A seconda del tipo di funzione biologica
del miRNA, determinata dalle proteine che regolap@ssono distinguere
MIRNA oncogeni (oncomiR) o miRNA onco-soppress{#t, 57. | primi si
trovano in regioni amplificate o sono sovraespresdéumore, e cio determina
un aumento della proliferazione cellulare, dell'mggnesi, dellinvasivita e
una riduzione dell’'apoptosi; i secondi si trovanoregioni delete o silenziate
nel tumore e hanno un effetto biologico oppost@nis ben noti di oncomiR
sono il miR-155 amplificato in molti tumori ematgioi, tumore al polmone e
al seno e il cluster miR-17-92 che comprende 6 genimiRNA sovraespressi

in tumori solidi e nel linfoma diffuso a larghe lcd¢ B (Tabella 3). Tra i
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MiRNA oncosoppressori i piu famosi si ricordanoiRri5a e miR-16-1, deleti
nella leucemia linfocitica cronica, che hanno cobessaglio la proteina-
antiapoptotica BCL2, e la famiglia let-7, che remi I'espressione

dell’oncogene RAS (Tabella 4).

Table 1 | MicroRNAz that function az g or tu suppressor genes in human cancers
MicroRNA  Dysrequlation Function Validated Oncog Refs
targets (ONC) or tumour
suppressor (TS)
miR-15aand  Loss in CLL. prostate cancer and multiple Induces apoptosis and inhibits BCLZ. WT1 T5 15.20.23,
miR-16-1 myeloma tumerigenesis RABOB and 30.52.60
MAGE&3
let-7(a.b.c.  Lossinlung and breast cancer and invarious  Induces apoptosis and inhibits RAS.MYCand T5 2226,
d.e.f.gandi) solid and haematopoietic malignancies tumorigenesis HMGAZ 4270
miR-20(a.b  Lossinaggressive CLL AML (11q23), Induces apoptosis and inhibits TCL1. MCL1 T5 30.64,
andc) MDS lung and breast cancers and tumorigenicity. Reactivates and DNMTs 7172
chelangocarcinoma silenced tumour suppressor genes
miR-34 Loss in pancreatic, colon, breast and liver Induces apoptosis CDK4, CDKB, 5 56-58
cancers cyclin E2, EZF3
and MET
miR-145 Loss in breast cancer Inhibits proliferation and induces ~ ERG TS 31
apoptosis of breast cancer cells
miR-221and  Loss in erythroblastic leukaemia Inhibits proliferation in KIT 15 30
miR-222 erythroblasts
miR-221and Overexpression in aggressive CLL, thyroid Promotes cell proliferation and p27.p57.FTEN  ONC 435173
miR-222 carcinoma and hepatocellular carcinoma inhibits apoptosisinvaricus solid ~ and TIMP3
malignancies
miR-155 Upregulated in aggressive CLL. Burkitt's Induces cell proliferation and MAFand SHIP1 ONC 31-34,
lymphoma and lung, breast and colon cancers  leukaemia or lymphoma in mice 3637
miR-17-92 Upregulated in lymphomas and in breast. Induces proliferation EZF1.BIMand ONC 10,3435,
cluster lung. colon, stomach and pancreatic cancers PTEN 40,41
miR-21 Upregulated in glioblastomas, AML(11g23).  Inhibits apoptosis and increases PTEN.PDCD4, ONC 31.37-30.
aggressive CLL and breast, colon, pancreatic.  tumorigenicity TPM1 and 44-50
lung. prostate, liver and stomach cancers TIMP3
miR-372and  Upregulated in testicular tumours Promotes tumaorigenicity in LATS2 ONC 74
miR-373 cooperation with RAS

Tabella 4.Elenco di alcuni miRNA oncogeni e oncosoppressaglativi tumori in cui sono
coinvolti (da Croce CM, Nat Rev Genet 2009) .

Sulla base delle caratteristiche sopra descritteiRNA possono essere
considerati dei buonitarget per la terapia anti-tumorale. Infatti
I'introduzione del miRNA o delintagomiRnei tumori in cui questo é
stato perso o risulta sovraespresso puo portatarraito del ciclo
cellulare e/o apoptosi, come dimostrato per altumori da esperimenti
in vivo (58, 59. L’introduzione di queste molecole e la loro espss

puo avvenire tramite vettori adenovirali, retroliirap tramite la
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coniugazione di oligonucleotidi con molecole ligicfie e altri sistemi di
delivery. Inoltre, per i tumori in cui si assiste a un s#Emento
epigenetico di geni onco-soppressori non e diffidinmaginare una
terapia basata sull'introduzione di miRNA che coltano le DNMT
(Dna Methyl-Transferagecome i membri della famiglia del miR-290].
Da numerosi studi girofiling su pazienti tumorali inoltre si € evidenziato
come specifici set di miRNA sono associati al tessli origine 61) o a
determinate caratteristiche isto-patologiche e ggressivita §2). E’
quindi facile immaginare che alcuni miRNA, se supgid da forti
evidenze epidemiologiche, potrebbero essere camasidiei biomarcatori
ottimali utili nella stratificazione dei pazientiasin fase diagnostica che

prognostica.

1.6.2 MICRORNA COINVOLTI NEL CARCINOMA DEL
COLON-RETTO

Attualmente, nello studio della connessione tra WARe CRC sono stati
utilizzati due diversi approcci: lo studio funzid@ae I'approccio tramite
profiling. Tramite il primo approccio sono stati identificatmiRNA che
regolano lepathwayclassicamente alterate nello sviluppo del tumbkn-
retto, come lgpathwaydi Wntf3-catenina, PI-3-K, KRAS, P53 e la transizione

mesenchima-epitelio (Figura 9).
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Figura 9. Pathways classicamente alterate nella progressidano-carcinoma e microRNA
associati (da Slaby O et al., Molecular Cancer 2009

L’approccio tramite profiling, sviluppato negli ultimi anni, si avvale di
metodichehigh-throughput(HT), e ha permesso inizialmente I'identificazione
di numerosi geni di seconda classe camakersper il carcinoma del colon-
retto; successivamente € stato applicato anchestalttio del trascrittoma dei
mMIiRNA, portando all'identificazione di nuovi putatimarcatori prognostici
per questa malattieb{). Analisi condotte mediante I'utilizzo della tecaidei
microarrays, la miRAGEmicroRNA Serial Analysis of Gene Expresyiena
Real TimePCR (RT-PCR) hanno mostrato che gli schemi di espoaessdei
MIiRNA sono sistematicamente alterati in CRC. Na@nptavori di questo tipo

e stata comparata I'espressione dei miRNA tra ltoe®orali oppure tra tessuti

CRC e tessuti adiacenti normabi3( 69, evidenziando set molto estesi di
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mMiRNA differenzialmente espressi. Nei lavoriptofiling su pazienti invece ci
si e focalizzati sulla ricerca dell’associaziona tm numero piu ristretto di
mMIiRNA e gli stadi della malattia. Nel 2007 ad es@mpstudiando
I'associazione tra instabilita dei microsatellitespressione di mMiRNA/mMRNA
e stato trovato che 27 tra mRNA e miRNA, tra coiiR-17-92, permettono di
distinguere fenotipi MSI-H da MS$Y%), mentre nel 2009 e stato trovato che i
miR-31 e miR-592, sovraespressi in CRC rispettdeakuto normale, sono
correlati rispettivamente a tumori dMMR con sistemia riparazione dei
mismatchinattivo Oefective DNA Mismatch repair stajus tumori pMMR
con sistema di riparazione dmismatchattivo (Proficient DNA Mismatch
repair statuspMMR) (66). Questi e altri miIRNA analizzati, infatti, si trano

in regioni cromosomiche soggette a controllo tremibetilazione e cio
spiegherebbe la loro associazione al fenotipo MINB&. 2008 un altro lavoro
ha associato I'espressione di 17 miRNA a ricorratiz@RC allo stadio Il: tra
questi il miR-320 e miR-498 sono correlati a unaggiar probabilita di
sopravvivenza senza ricaduta, mentre il miR-14&@ho espresso nel tumore,
ha mostrato sopprimern@ vitro la crescita tumorale6(). Tuttavia i dati su
questo MiRNA risultano contrastanti e legati aépacita metastatica della
linea analizzata poiché in linee metastatiche diCC&so a mostrato la
proprieta opposta6@). Tra itarget del miR-145 vi sono la proteina DFF-45
(DNA Fragmentation Factor 45), attivata dalla casfgadurante I'apoptosi e
responsabile della frammentazione della cromatiit), (a proteine STAT1
(controllata dallgpathwaydi JAK e MAPK) e YES, una chinasi oncogenica

della famiglia Src70).
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In un altro studio effettuato su diverse coortpdzienti a diversi stadi , e stato
osservato che la sovraespressione di 5 miRNA, mMi&k-tiR-21, miR-106a,
miR-181b e miR-203 e associata a scarsa soprawzaveei pazienti affetti da
CRC (71). Tra questi, il miR-21 e quello piu fortementesidegolato: la sua
sovraespressione, osservata gia negli adenomi, danmei carcinomi agli
stadi piu avanzati, dove € associata significateatem ad una prognosi
sfavorevole. Cio quindi pu0 essere correlato allagpessione tumorale, in
quanto il miR-21 puo agire come agente antiapogiofira i suoitargetsvi
sono infatti diversi geni oncosoppressori come PTEN inoltre, la sua
inibizione determinan vitro la riduzione della proliferazione cellulare &d
vivo la crescita tumorale7). Di conseguenza, dal momento che il miR-21 e
sovraespresso anche negli adenomi, che sono i rpogcu degli
adenocarcinomi, questo potrebbe rappresentare emtawnolecolare precoce
nella progressione del tumore stessd).(Anche la sovraespressione del miR-
20a potrebbe presentare un analogo significato culalee, dal momento che
guesto mMIRNA €& parte dekluster policistronico miR-17-92, la cui
sovraespressione incremeimavitro la proliferazione cellulare ed € in grado di
accelerare la formazione dei tumom vivo (16). Un altro miRNA
differenzialmente espresso in CRC ¢ il miR-31, phesenta tra i sudargets
predetti i geni FOXC2 e FOXC3, dei fattori di tragmne che agiscono come
repressori dei geni coinvolti nell'apoptosi. In ficolare, & stato osservato che
la sua sovraespressione correla con lo stadio quatol del tumore: essa é
infatti piu elevata nei tumori allo stadio IV rigpe ai tumori allo stadio II,

suggerendo che questo miRNA possa contribuires ohie alla tumorigenesi di
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per sé, anche alla progressione tumorale ed ali@isizione da parte del

tumore di un fenotipo piu aggressiv@y.

1.6.3 MICRORNA CIRCOLANTI NEL PLASMA

Sebbene la colonscopia per lo screening del caudoerettale € attualmente lo
strumento piu affidabile per lo screening del CRCsua natura invasiva e |l
costo sostenuto ostacola un’ampia applicazioneudsig procedura. D’altra
parte il test del sangue occulto delle feci hartdatazione di avere una bassa
sensibilita e richiede restrizioni dietetiche melise. Per questo motivo é
sorto un pressante bisogno di nuovi biomarcatamiingasivi per migliorare la
rivelazione del CRC. Recentemente e stata osselagieesenza dei miRNA
nel siero e nel plasma umano in diversi tipi turiayaali colon, prostata, seno,
polmone, ovaio e altri tipi73, 79. Questi mMIRNA possono essere utilizzati
come marcatori discriminanti non invasivi per laaghosi del fenotipo
tumorale. Al confronto con i test piu comunemergatuattualmente, plasma
testé molto piu vantaggioso perché non e richiestarestizione dietetica e
neanche una collezione meticolosa di campioni fecal

L'efficacia clinica dei miRNA come biomarcatori@danti puo essere inficiata
da una serie di variabili come la raccolta dei campe I'elaborazione,
I'efficienza di estrazione di RNA, nonché da adispetti tecnici coinvolti nel
successo della gRT-PCR e nell'analisi dei dattatud, il corretto svolgimento
di tutte le operazioni che vanno dalla raccoltas#glgue all’analisi del dato di

RT-PCR puo permettere di ottenere risultati atteifid(75). | livelli dei
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MIiRNA nel siero sono molto stabili e possono essedéviduati mediante
semplici prelievi di sangue. Infatti, i miRNA, clu per sé sono molecole in
grado di resistere a cambiamenti di temperaturali qquelli determinati da
bollitura 0 congelamento, e a cambiamenti di pHel siero risultano essere
anche protetti dall’attivita delle RNAsi7§). E’ stato dimostrato per alcuni
tumori che i miRNA circolanti nel siero hanno origitumore-specifica e cio
ha suggerito la possibilita di utilizzarli come mudiomarcatori molecolari
non invasivi nella diagnosi precoce del canct6).(Oltre a lavori diprofiling
generale su vari tipi di neoplasie mediante segaerento {3) 0 microarray
(74), un lavoro del 2009 ha permesso di focalizzawkicenfronto tra miRNA
circolanti nel plasma di pazienti CRC e soggettinmali (77). In una prima
fase, tramite RT-PCR, sono stati comparati i prof#i miRNA dal plasma di
pazienti CRC e di controlli normali, nonché deistgs tumorali contro gli
adiacenti tessuti normali nei pazienti CRC. Suduassente, i dati ottenuti
nella fase precedente sono stati convalidati ssetidi 90 pazienti CRC, 20 dei
quali con il cancro gastrico, 20 con malattia infraatoria intestinale (IBD) e
50 individui sani come controllo. Da questo lavér@merso che i miR-92 e
miR-17-3p hanno elevati livelli nel plasma di paiecCRC (p<0.0005) rispetto
ai pazienti normali, ed in particolare il miR-92ppsesenta un marcatore
discriminante che permette di distinguere i paziaffetti da CRC da quelli
con cancro gastrico, con IBD e, infine, anche aggetti sani {7). Risultati
simili sono stati ottenuti anche da Huang e coltatwri, che hanno dimostrato
che i livelli dei miR-29a e miR-92 sono molto pigeti nel plasma di pazienti

con carcinoma avanzato rispetto al plasma dei alhintiormali (78). Ad oggi
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tuttavia, nonostante il numero crescente di lavari miRNA e plasma,
mancano ancora dati di correlazione tra livelli mblecole circolanti e
responsivita a terapie o sopravvivenza dei pazieng8i come non sono stati

individuati per nessun tumore miRNA circolanti stadpecifici.

1.6.4 SILENZIAMENTO E RIPRISTINO DEI MICRORNA
ALTERATI: UN FUTURO APPROCCIO TERAPEUTICO?

I miRNA possono essere utilizzati anche caimgetsterapeutici e come un
potente strumento di intervento, poiché essi agstibono una componente
chiave della regolazione genica. La sovraespressiatei mMiRNA
oncosoppressori in cellule che non Ili esprimono pessere indotta
introducendo dall’esterno miRNA sintetici oppuressifici vettori lentivirali
(58). Viceversa, i miRNA oncogenici possono essemngihti utilizzando sia
vettori che oligonucleotidi antisenso: gharftagomirs (analoghi sintetici dei
miRNA) (79). La cross-sensibilitd con i miRNA endogeni e learsa
specificita per le cellule tumorali possono caussegli effetti collaterali non
specifici durante la modulazione terapeutica deRNA, ma l'uso di un
sistema didelivery efficace e di oligonucleotidi anti-miRNA sintetigioco
tossici minimizza questi effetti indesiderati. lexapie geniche possono essere
progettate per trattare vari tumori, compreso ilGCRe per bloccare la
progressione tumorale attraverso la manipolaziomei@NA oncosoppressori
0 oncogeni. In questo modo la manipolazione deiM#Rouo controllare il
tasso di crescita tumorale e pud essere utilizeatae una nuova terapia sia

negli stati precoci di cancro sia in quelli avanzat
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Anche se gli esperimenti basati sulla terapia comiRNA risultano
apparentemente promettenti, & stato condotto fisol@un limitato numero di
studi in vivo in animali modello. In uno di questi e stato dgtmato che il
silenziamento del miR-17-5p tramite antagomir soperla crescita tumorale
in vivo e in vitro tramite la sovraregolazione di P21 e BIMI). Questo
MIiRNA, cosi come altri, rappresenta quindi un edengp oncomiRche puo

essere utilizzato contargetnella terapia anti-tumorale.

1.7 SYSTEMS BIOLOGY

Sin dalla sua nascita, la biologia molecolare Higafato i fenomeni biologici
principalmente attraverso lo studio della funziafieogni singolo gene e/o
proteina. Questo approccio é definito riduzionwsted € di tipdbottom > up
poiché propone di ricostruire la struttura ed ihZionamento di un sistema
estremamente complesso, come puo esserlo unaacedlitaverso lo studio
dettagliato di ogni singola reazione biochimicaapproccio riduzionistico si €
dimostrato per oltre un secolo estremamente frattuportando alla scoperta
di un enorme numero di principi biologici. Tuttavi@nostante il suo evidente
successo, molti aspetti critici della biologia dlaldiomedicina sono rimasti
irrisolti, soprattutto quando ci si € trovati a éospiegare in maniera razionale
fenomeni biologici estremamente complessi e di dganlievo in ambito
medico, come la senescenza cellulare, la trasfoom@azumorale, I'apoptosi,
le malattie complesse. Per analogia, se si volssiare un’automobile e ci si

focalizzasse sull'identificazione del motore, dalieture di sicurezza e dei fari
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e si analizzassero le loro specifiche funzionia dihe non si riuscirebbe a
comprendere come realmente il veicolo possa fuarenSoprattutto, non si
avrebbe alcuna idea di come poter riparare 'autnl®@aen caso di guasto. Allo
stesso modo, I'approccio tradizionale allo studetlad biologia e della salute
umana ha mostrato i suoi evidenti limiti quandotéatato di comprendere
problemi patologici complessi (eg, cancro, malatliegenerative) 80-82).
Questi limiti di conoscenza sono dovuti al fatte dil'interno della cellula,
contrariamente a quanto assunto dalla visiooiom > up le molecole solo
raramente sono responsabili di una funzione biobbgdiscreta, ma, al
contrario, interagiscono dinamicamente tra loro, nmaniera integrata,
coordinata e gerarchica3, 89. Il risultato di queste complesse interazioni
molecolari sono tutte quelle reazioni biochimiclme cendono possibile la vita
di una cellula e di un organismo. Quindi I'appraceilla biologia moderna
deve essere necessariamente di tipo olisticonsiste5). In altre parole, si
passa da una visiomttom > updella natura ad unap > down(86), cioe lo
studio inizia dal vertice del sistema e procedeggmssivamente verso la sua
base, consentendo cosi il controllo della ricostne effettuata mediante

I'approcciobottom > up(Figura 10).
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Figura 10. Struttura gerarchica dei sistemi Biologici

Sotto quest’ottica innovativa nasceSgstemd®iology (Biologia dei Sistemi),
cioé lo studio di un organismo, o di un apparatdecmlare, visto come una
networkintegrata e dinamica di geni e proteine che igtemdo tra loro nello
spazio e nel tempo permettono ad uno specificerastdi funzionareg(7-89.

La Systems Biologyha come obiettivo spiegare la struttura, funzione,
regolazione e sviluppo dei sistemi biologici conando approcci sperimentali

e computazionali.

Definizione di Sistema

Generalizzando il concetto, un Sistema potrebberesdefinito come un
gruppo di elementi indipendenti ma interconnessi rdazioni fisiche e
funzionali che si manifestano nelle attivita e nemportamento del sistema

stesso. Questa visione statica ed artificiale dsistema pud essere resa piu
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verosimile, ed approssimabile al comportamento slsiemi biologici, se
consideriamo la natura estremamente dinamica splaio e nel tempo delle
interazioni tra gli elementi del sistema. Questwadiismo e la chiave di lettura
per comprendere la plasticita e la complessitaifunate dei sistemi biologici.
Spesso i confini di un sistema possono non esdeigramente definiti o
definibili, specialmente se si sta analizzando wgaonismo multicellulare.
Comunemente i sistemi modello piu studiati s@axcaromyces cerevisiae
certe popolazioni cellulari (eg, macrofagi), oppurecchinari molecolari
all'interno di particolari tipi cellularsteady stated in condizioni patologiche.
Tutti i sistemi (biologici e non) sono caratteriizda particolari proprieta che
ne determinano struttura e comportamento.

(1) La proprieta emergente cioe ogni singola funzione del sistema é il
risultato delle interazioni delle parti del sistestasso.

(2) Larobustezza ¢ la capacita del sistema di mantenere la padprizione
biologica a dispetto di cambiamenti esterni, flaioni o danni interni. La
robustezza viene raggiunta attraverso sistenbadk-upo difeed-back loops
Tra i sistemi diback-upabbiamo la duplicazione genica o l'usopdithway
alternative (ad esempio la produzione di ATP, che essere ottenuta tramite
glicolisi o ciclo degli acidi tricarbossilici). M@ frequentemente al fine di
mantenere costante la concentrazione di certi robktiab I'attivita di certe
proteine vengono selezionati circuiti fied-backnegativi; questi circuiti
hanno anche il vantaggio di accelerare la rispdstsistema quando interviene

un cambiament@0).
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Dall’'esistenza dei sistemi diack-upderiva un’altra proprieta del sistema, al
ridondanza funzionale poiché questi elementi duplicati hanno anchedass
funzione.

(3) La modularita: un sistema € costituito da sottosistemi (moduli)
caratterizzati da una relativa indipendenza stralitue in grado di funzionare
autonomamente; ci0 aumenta la robustezza del ssterme aumenta la
‘compattezza”

(5) Il dinamismo: il sistema € in grado di variare struttura edvidt nel tempo

e nello spazio.

Struttura delle network

Strettamente connesso al concetto di sistemalwiancetto dinetworkovvero
un insieme di nodi collegati tra loro da connesisibmun sistema biologico i
nodi rappresentano le molecole (DNA, RNA, proteimetaboliti), mentre le
connessioni identificano le diverse interazioni evollari (proteina-proteina,
proteina-acido nucleico, proteina-metabolita).
Tra lenetworkcellulari distinguiamo:

0 networkmetaboliche

0 networktrascrizionali

0 networkdi interazioni proteina-proteina

In tutti e tre i tipi dinetworkle connessioni possono essere distrutte a causa di

mutazioni e per questo motivo la struttura delletwork tende a essere
preservata attivamente durante il processo di isglezevolutiva. In termini

matematici un numero definito di nodi e connessideifinisce un grafoSi
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distinguono grafi direzionati, in cui le connessi@ono visualizzate come
frecce e grafi non direzionati in cui le connessi@ngono rappresentate come
semplici linee. In un grafo ogni nodo e carattaatpzda urdegreeche indica
in numero di nodi a esso connesso. Si distinguoratre grafi random
geometrici in cui la probabilita di connessione atige dalla distanza
geometrica nello spazio; grafi random di Erdos-Remycui i nodi possono
connettersi indipendentemente dalla distanza gea@aet la maggior parte dei

nodi hannalegreemedio (distribuzione di Poisson) (Figura 11).

Random network

[T I T
k

Figura 11. Topologie dellenetworke relative distribuzioni di probabilita déégreedei nodi.
(da Yamada T et a., Nat Rev Mol Cel Biol 2009)

La maggior parte dellemetwork biologiche di interazione proteina-proteina
segue il modellescale-freee la distribuzione detlegreedei nodi segue una
distribuzione chiamatpower-law

p(k)~K"
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dove k indica il numero di connessioni (ed e quint]), ey € una costante
compresa tra 2 e 3. Questa distribuzione di prdikebiiene generalmente
visualizzata in grafici log-log (Figura 11).

Il significato di questo modello & che in unatworkscale-freeesistono molti
nodi che hanno poche connessioni e pochi nodi en@d molte connessioni
(definiti hubs). Questa particolare legge rimane inalterata aumeotah
numero di nodi della rete, indipendentemente datkmdezza (scala) della rete;
da qui il nomescale-freg91).

L’esistenza di questo tipo dietwork si spiega con il principio dell’attacco
preferenziale referential attachemensecondo il quale un nuovo nodo (ad
esempio una nuova proteina) tende a connettersidaau altodegreenella
network(secondo il principio The rich gets richéj (91).

Nelle networkbiologiche questo avviene attraverso la dupligaigenica, per
cui una nuova proteina, omologa ad una pre-esest&ride a interagire con gli
stessi interattori della prima. E’stato osservaittavia che glihubs sono
soggetti meno frequentemente a duplicazioni, imtuasiste una correlazione
negativa tra connettivita @uplicability, ma sono molto conservati e hanno un
lento tasso evolutiv®?2).

Un altro tipo di topologia molto comune neltetwork metaboliche reali e
quellahierarchical in cui gli hubsrappresentano il centro di strutture modulari
interne composte da nodi densamente connessi éig)r Lanetworkquindi

si accresce secondo repliche successive din@lduli. In questo modo
aumenta ilclusteringdellanetwork ovvero la connettivita traneighboursdi

un nodo.
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Figura 12. Struttura di un modulo e dellzetworkgerarchica (da Barabasi AL et al., Science
1999).

Gli hubs possono essere considerati la struttura portantand network
biologica, ma dall’altra parte ne rappresentandiaric“tallone d’Achille”. Se

si verifica il danno ad uhub, vengono perse o alterate le numerose interazioni
che lo riguardano e quindi la rete si sfalda e demali attivita del sistema
vengono gravemente compromes$s).( Gli hubs rappresentano proteine
chiave nell'insorgenza di certi fenotipi patologwbmplessi (eg, cancro), e
conseguentemente per la loro centralita funzionalesistemi biologici umani
rappresentano candidati bersaglio chiave nellgirtarmacologicad4,99

(Figura 13).
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Figura 13. Correlazione tra centralita nelfeetwork espressione &rgetingterapeutico. Ogni
nodo rappresenta un gene. | colori dei nodi indicdrfold change tra pazienti sensibili e
pazienti resistenti, la grandezza indica il degeel® spessore del del bordo la frequenza di
targetingda parte di farmaci (da Ragusa et al, BMC Cand&pbp

Un esempio puo essere rappresentato dadisdel Macchinario Apoptotico
(AM) come le proteine CASP3, CASP8, TRAF1, BCL2, MKl e AKT1

(94). Dall’'analisi da noi condotta in questo lavordemo dimostrato come gli
hubs sono maggiormente colpiti da mutazioni o alterazidel genoma,
trascrittoma o proteoma in tutti e 14 i modelli wnali da noi analizzati. Anche

se molte delle alterazioni da noi evidenziate samdr essere tumore-
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specifiche, la disregolazione dediubs all'interno della network del’AM

rappresenta un evento critico nella trasformazimeorale. Inoltre, abbiamo
dimostrato che proteine collegate ddibs mutati hanno una maggior
probabilita di essere trascrizionalmente altedatnostrando il ruolo diretto che

essi hanno nel controllo dell’attivita degli aliodi dellanetwork(Figura 14).

Correlation between the link number of a gene to the mutated
genes and transcriptome alteration

~

(2]

ratio of transcriptome
alterated AM genes
(9]

N W A

o
N
N
w

4 5 6 7 8 9

number of links

Figura 14. Grafico di correlazione tradegreenessa nodi mutati e alterazioni del
trascrittoma/proteoma. Allaumentare del numerantiérattori mutati aumenta la probabilita
per una nodo di avere il trascrittoma o proteorterato (in assenza di mutazioni) (da Di Pietro
et al., BMC Medical Genomics 2009)

Tuttavia, per comprendere appieno il funzionamettan sistema biologico
non e sufficiente conoscere le interazioni tra @ewole che ne fanno parte,
ma bisogna integrare queste conoscenze con dailirdi natura (genomica,
trascrittomica, proteomica, metabolomicap,( 97. Cio permette di ottenere
informazioni su un sistema dinamico che si contoagpal sistema stazionario,
in cui tutte le variabili rimangono costanti nelmgo (ad esempio
concentrazioni di proteine ed mRNA). | sistemi bgiti per eccellenza invece
sono dinamici: infatti all'interno della cellula Imolecole sono soggette a
continui cambi di concentrazione nel corso delccezllulare o in risposta agli

stimoli o per effetto della compartimentalizzazioridel caso dei sistemi
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biologici, lo steady stateappresenta solo “un’istantanea della cellula”erov

la transizione tra uno stato e un altro. Il sistebmalogico complesso per
eccellenza é 'Uomo, tuttavia, a causa dei lingtrtologici e concettuali che
uno studio di tale complessita presenterebbe, afiepsce studiare sistemi
biologici piu discreti e definibili, come i compksmolecolari responsabili di
un particolare fenomeno biologico Recentemente statto pubblicati lavori in
cui vengono prese in esamenketworkdella metastatizzazione e delle malattie
(98, 99. Nella networkdella metastatizzazione ogni nodo e rappreserlato
un sito del tumore primario o delle metastasi &iteghezza delle connessioni

rappresenta la co-occorenza tra due siti (Figuya 15

YO0  second candl at other sile

Bane ; j Ovafes
Liver

Inira-abdominal Splaen
small imestine

Large intestna
Colon Gancer
Infrapokvic
Inguinal
Peritépaum Genitals
OtherlUrinary
Skin

Figura 15. Network delle metastasi in CRC.|I nodi corrispondono ab sihatomico delle
metastasi, la grandezza alla loro incidenza. LgHerza delle connessioni indica la frequenza
di co-occorenza tra 2 siti (da Chen LL et al., Bxf Lancer 2009).

gli autori asseriscono che essa puo essere utileffetuare previsioni di tipo

retrogrado (cioe capire da quale sito primario prosse il tumore) o
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anterogrado (cioé prevenire futuri siti di metagta3uesto e altri lavori fanno
ben sperare nella possibilita di poter studiardutoro il sistema-Uomo. I

lavoro qui presentato si pone all'interno dellaaig sistemica dei macchinari
molecolari (come il macchinario apoptotico o il rolaimario della trascrizione)
e si propone di studiare leetworktrascrizionale dei miRNA in un modello,
'adenocarcinoma al colon-retto, sottoposto a terafarmacologica con

Cetuximab. | risultati sono stati pubblicati su Mollar Cancer Therapeutic

(versione on-line 29 Settembre 2010)
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2. MATERIALI E METODI

2.1 COLTURE CELLULARI

Per il nostro studio abbiamo utilizzato due lineutari di adenocarcinoma
colo-rettale : le CaCo-2, KRAS wild-type e quinégnsibili e le HCT-116 che
presentano KRAS mutato e sono quindi resistenti.daCo-2 sono state
coltivate in una miscela di E-MEM, con aggiuntasiiiro bovino fetale (FBS)
al 20% e L-glutammina, penicillina/streptomicina @anminoacidi non
essenziali (NEEA) a concentrazione finale dell'l%6. HCT-116 sono state
coltivate in McCoy’s Medium, con aggiunta di sidsovino fetale (FBS) al
10% e L-glutammina e penicillina/streptomicina HB. Entrambe le linee

cellulari sono state mantenute a 37°C con un paraéndi CQ pari al 5%.

2.2 ANALISI DELLA VITALITA CELLULARE DOPO
TRATTAMENTO CON CETUXIMAB E PANITUMUMAB

In una prima fase dell’esperimento abbiamo sottwp@ntrambe le linee
cellulari (HCT-116 e CaCo-2) a trattamento con &t@imab (ErbituX,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ed il Panitumumslectibix®, Amgen
Europe B.V. Breda, Netherlands), per verificare lgudei due farmaci
presentasse un effetto maggiore in termini di lodella proliferazione sulle

due linee, in uriime-coursea 4 punti (punto 0, 24h, 48h e 72h). A tale scopo
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abbiamo allestito per ogni time-point una piastea9® pozzetti, seminando
5000 cellule pewell. Ogni punto € stato fatto in triplicato secondsthema

riportato in Tabella 5:

1 4

HCT116

A CNTRL bianco
HCT116

B CNTRL bianco
HCT116

C CNTRL bianco

D

E
CACO2

F CNTRL bianco
CACO2

G CNTRL bianco
CACO2

H CNTRL bianco

Tabella 5. Schema della piastra da @@lls utilizzata per I'analisi della vitalita.

Prima della somministrazione farmacologica le delkono state sottoposte a
serum starvatiorfcioé eliminazione del siero dal terreno di coljuedlo scopo

di bloccare la proliferazione cellulare. Abbiamocsessivamente trattato le
cellule con una concentrazione finale di CetuxinelPanitumumab di 20
png/ml a diversitime points(24, 48 e 72 ore). La valutazione della vitalita
cellulare in seguito alla somministrazione dei daemaci e stata effettuata
mediante il saggio MTT, un saggio colorimetricdirtiato per testare I'azione
di farmaci, agenti citotossici ed altri prodottiecalterano la vitalita cellulare. Il
principio del test si basa sulla capacita delléutzimetabolicamente attive di

convertire il sale di tetrazolio (3-(4,5-dimethyéhol-2-yl)-2,5-diphenyl
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tetrazolium bromide) o MTT, di colore giallo, inistalli di formazano di color
porpora. Il formazano viene quindi solubilizzatolae concentrazione viene
calcolata in termini di densita ottica a 569 nm.liVello di assorbanza é
direttamente proporzionale al numero di cellulévattl valori di assorbanza
sono stati letti mediante il lettore di micropiasiultiscan Ascerft ai tre
differenti time points(24h, 48h e 72h); inoltre per ogni linea sonoi stalutati

i valori di assorbanza &0.

2.3 TRATTAMENTO FARMACOLOGICO CON

CETUXIMAB

Per la successiva analisi molecolare abbiamo tiaiéadue linee cellulari
con il Cetuximab (il farmaco che ha mostrato unagygare attivita di
riduzione della vitalita cellulare) ad una concamione di 20ug/mi,
seguendo lo stestmme-coursedell’esperimento delle micropiastre da 96
pozzetti. Per ogniime-pointabbiamo seminato due fiasche da 75cc, una
per il trattato ed una per il relativo controllgnc1.5 x 16 cellule per
fiasca, secondo lo schema illustrato in (Tabelld_éjitero esperimento e
stato ripetuto in triplicato. L'RNA totale dallenke e stato estratto
mediante I'utilizzo del TriZd! (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) secondo

il protocollo fornito dal kit.
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24h

48h

72h

CACO2 TRATTATO

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

CACO2 CONTROLLO

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

HCT116 TRATTATO

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

HCT116 CONTROLLO

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

1 fiasca 75cc

Tabella 6: Schema dell’esperimento per il trattamento farrifwgioo delle due linee cellulari
con Cetuximab.

2.4 CAMPIONI DI TESSUTO PARAFFINATO

Tutti i campioni umani utilizzati in questo lavasono stati raccolti nellambito
di attivita di assistenza clinica standard. | caanpiCRC provenienti da 25
pazienti, fissati in formalina e inclusi in parafi (FFPE, Formalin-Fixed
Parafin-Embedded) sono stati forniti dall’Unitd d@inatomia Patologica
dell’Azienda Policlinico dell’Universita di Catani&ssi sono stati analizzati in
conformita con le politiche del Comitato di Contool Istituzionale
dell'ospedale. Tutti i campioni provengono da résez chirurgica ed é stata
fatta la verifica istopatologia del fenotipo neieo.

Per I'isolamento dellRNA e del DNA sono state atie fettine dello spessore
di 20 um. Il DNA e I'RNA totale dei campioni FFPE sono tstastratti
mediante l'utilizzo dei kit QIAamp DNA Kits (QiagerHilden Germany) e

RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (AmbigrApplied Biosciences,

Austin, TX), rispettivamente, secondo il protocdibonito dal kit.
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2.5 REAL-TIME PCR

La Real Time PCRdenominata anche PCR quantitativa, € un metodo di
amplificazione e quantificazione simultanee del DNAssa misura
I'amplificazione in tempo reale durante la faseoegpziale della PCR, quando
cioe l'efficienza dell’amplificazione e influenzatanimamente dalle variabili

di reazione. Piuttosto che rilevare 'ammontaralodel prodotto amplificato
alla fine dei cicli di PCR, i prodotti della ream® vengono determinati a
partire dal ciclo di in cui 'amplificato diventalevabile, definito ciclo soglia
(C), permettendo di ottenere risultati molto piu aeturispetto alla PCR

tradizionaleend point(Figura 16)

*_’_._._.-4—-—-—'5*
-~
Sample
ARp
(i)
Threlt-;mld !
I' - I Mo Template Caontrol
Basaline
Cr
4] \'17 1 :3 1 :'.w 2‘0 2Ib 3‘0 SIb 40

Cycle Number

Figura 16 Tipica curva di amplificazione di una PCR. Il cickoglia (¢ € rappresentato
dall'intersezione della linea dreshold con la curva di amplificazione (da TagMan Gene
Expression Master Mix Protocol).

Piu elevato e il numero di copie iniziali dellageenza da amplificare, piu
basso sara il Cll diagramma di €su DNA stampo e lineare, e la pendenza
della retta ¢lope fornisce una misura dell’efficienza della PCR.cuhi

strumenti forniscono dati relativi alle curve dsslociazione o dmnelting che
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seguono il completamento della PCR: questi dathdam'indicazione sulla
purezza del prodotto di reazione e rivelano lagmea di eventuali dimeri di
primers

La Real Time PCRprevede due metodi di quantificazione del prodotto
amplificato: una quantificazione assoluta ed unantjficazione relativa. La
quantificazione assoluta richiede l'utilizzo di gaioni di cui sia nota la
concentrazione assoluta e il numero di copie di DOIRNA presenti, che
vengono utilizzati per costruire una cuistandard interpolando i valori di C
del campione in esame sulla cursendardé possibile ottenere un valore
quantitativo preciso in termini di numero di cofie. quantificazione relativa é
utilizzata per analizzare cambiamenti nell’esp@ssidi un gene in un dato
campione in relazione ad un campione di riferimgaigfinito calibratore); in
guesto caso non e necessaria la costruzione diwmastandard:gli unknown
vengono quantificati paragonando il lak€; con quello del calibratore.

La quantificazione dell’'amplificato viene effettaatmediante la rilevazione
della fluorescenza che si genera durante la PCRffedto di diverse possibili
reazioni chimiche. Le chimiche principali sono dassul legame di coloranti
fluorescenti che si intercalano nella doppia eligd DNA, come il SYBR

green, o sull'ibridazione di sonde specifiche.
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2.5.1 QUANTIFICAZIONE MEDIANTE IL SAGGIO TagMan

Le sonde TagMan sono sonde ad ibridazione, speeifper il frammento di
interesse, marcate con molecole fluorescenti;astatrdi oligonucleotidi che,
come iprimers della PCR, vengono disegnati per essere complemeaita
sequenza bersaglio da amplificare. La sonda e miéagn modo da ibridarsi
all'interno del frammento amplificato nella reazéodi PCR (Figura 17).

Il principio della reazione si basa sull’utilizze dna sonda costituita da un
oligonucleotide che contiene all’estremita 5 un roadore fluorescente
chiamatoreporter e al 3' unquencher(un gruppo colorante in grado di
mascherare I'emissione luminosa). Quando colpitda dace, la molecola
fluorescente in 5 trasferisce energia @lencheril quale determina una
inibizione della fluorescenza del substrato. Dwant processo di
amplificazione I'attivita esonucleasica 5’-3’ dellBag-polimerasi scalza la
sonda determinando la separazione digborter dal quencher con una

conseguente emissione di fluorescenza (Figura 17).
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Figura 17. Meccanismo di rilevazione del segnale fluorescemteiante le sond€agMan la
vicinanza traquenchere reporter impedisce I'emissione della fluorescenza; il ségnéene
emesso dateporter solo in seguito alla digestione della sonda daepdella polimerasi
durante I'estensione (da TagMan Gene Expressiontevibdix Protocol, Applied Biosystem).
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2.6 ANALISI DEL TRASCRITTOMA DEI microRNA IN
LINEE CRC MEDIANTE TAQMAN® HUMAN MICRORNA

ARRAY.

L’analisi del trascrittoma di 667 miRNA umani étataffettuata su entrambe le
linee su punti a 24h a 48h (trattati e relativi tcolti), che in seguito a
trattamento farmacologico sono risultato i piu iagsanti in quanto I'effetto di
riduzione della vitalita cellulare é piu marcatspeetto al punto a 72h.

Per I'analisi del trascrittoma abbiamo sfruttatotdanologia delleTagMan®
Low Density Array(TLDA) (Applied Biosystem, Foster City,CA) (Figuds),
delle micro-fluidic cardsda 384 pozzetti che permettono di effettuare aino
384 reazioni simultanee &eal-Time PCRfruttando la tecnologia delle sonde

TagMan.

Figura 18 Applied Biosystems 7900HT Micro Fluidic Card.
Nel nostro esperimento, abbiamo utilizzato il sisteTagMan® Human

MicroRNA Array v2.0(Applied Biosystems), che consente la quantificagio
simultanea di 667 miIRNA umani tramite la metodiGMan® MicroRNA
Assays| microRNA sono distribuiti in 2 tipi dtards le cardsdel pannello A

contengono 377 microRNA a ampio interesse scientifperche aventi
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funzione nota e/o ampiamente espressicdels del pannello B contengono
288 microRNA rari e meno studiati perché hanno ifumz sconosciuta 0 sono
poco espressi (Figura 19).
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Figura 19: Schema e disposizione delle sonde TagMan all'ietetal TagMan® Human
MicroRNA Array v.APanel A, sopra; Panel B; sotto)

Nella cards sono inoltre inclusi i controlli endogepositivi che servono per la
normalizzazione dei dati: neltard A ci sono 3 tipi di controlli (4 replicati per
il saggio U6, ed un singolo saggio di controllgoativamente per RNU44 ed
RNU48); nellacard B ci sono 6 controlli (U6, U48, U44, U46, U24 e RJ6
ognuno in quadruplicato).

In entrambe lecards € presente anche come controllo negativalagMan®
MicroRNA Assaynon umano (ath-miR159a). Tutti i saggi sono pnecad

nella micro-fluidic card costituita da ottolanes con i rispettivi canali di
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caricamento, ognuno dei quali € connesso a 48 fiozpatenenti altrettante
sonde (Figura 19).

Nella prima fase dell’analisi molecolare e statketéiata la retrotrascrizione
del’RNA totale estratto dalle linee CRC (Figura @CFigura 21). Sono stati
retrotrascritti 1000 ng di RNA totale utilizzandagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kited iprimersper I'RT Megaplex™ RT Primers, Human Pool
A e Pool B(Applied Biosystems), un pool girimers forwarde reversegene-
specifici in grado di effettuare nel complesso I'R& miRNA contenuti in

ogni pannello.

;,_ﬁ-p
& il
g ¥/

Figura 20. Workflow dell’esperimento per l'analisi del tragtmwma dei miRNAs con
TagMan® Human MicroRNA Array v.2

La reazione e stata condotta in uR@OOHT Fast Real-Time PCR System

(Applied Biosystems), alle seguenti condizioniehzione:

Stage Temp Time

Cycle 16 °C 2 min

(40 Cycles) 42°C 1 min

50°C 1 sec

Hold 85°C 5 min
Hold 4°C oo

I campioni di cDNA ottenuti sono stati utilizzager I'analisi del trascrittoma

dei miRNA inReal TimePCR 6 ul di campione sono stati diluiti in 444 ul di
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H20, quindi miscelati con 450 pl diagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e caricati negli otto canaliwha TagMan® Human
MicroRNA Array v2.0 cardApplied BiosystemsjFigura 20 e Figura 21). La
reazione e stata condotta in WB00HT Fast Real-Time PCR Syst@pplied

Biosystems) alle seguenti condizioni di reazione:

Step AmpliTaq PCR
Gold
Activation
HOLD CYCLE (40 cycles)
Denature Anneal/
Extend
Temperature 95 °C 95°C 60 °C
Time 10 min 15 sec 1 min
Step1=RT

Extension of primer on miRMA
= = Looped
MIRRA -— AT primer

Synthesis of first cDMA strand

. .

Step 2 = Real-Time PCR

1

Ertension of primer on cDMA

%, Forward primer
a =3
Cycle #1
Synthesis of sscond o DMA strand
=
Sy ar
_3-' =
[ PCR amplification of cONA
Cycle #2 Forward primer
_3' =3
=3 a

Reverse primer

Figura 21. Reazione in duestepsper la quantificazione dei miRs maturi (da TagMan
MicroRNA Assay Protocol, Applied Biosystem).
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2.7 ANALISI DEI DATI DI ESPRESSIONE

Abbiamo applicato due diversi metodi per la norardzione dei dati. In primo
luogo, abbiamo calcolato i livelli relativi di egmsione miRNA attraverso |l
metodo 2**“* tramite il softwareRQ Manager 1.2Applied Biosystem): la
normalizzazione dei dati & stata effettuata uido snRNA U6 e U48
snoRNA come controlli endogeni, dato che i lorooviatli Ct sono risultati i
pill costanti in tutti i campioni da noi analizzafi.calcolo del 2**“! viene
effettuato secondo la seguente formula:

AACt=ACtcampionsACHeaiibratore
Il ACt del campione ¢ la differenza tra valore di Gtg#ae target e il valore di
Ct del controllo endogeno (U6 o U48) nel campioneanalisi. Il ACt del
calibratore € invece valore Ct del gene target ealibre di Ct del controllo
endogeno (U6 o U48) nel calibratore (cioé il coldrmon trattato o le HCT-
116 nel confronto fra linee).l valori di Ct maggidr 35 sono stati trattati come
35, mentre i valori di Cundeterminedindeterminato) stati trattati come 40.
Abbiamo accettato come attendibili solo i valorifald change concordanti in
entrambi i controlli endogeni. | dati di espres&orella sezione Risultati sono
mostrati come logaritmo naturale (In) della quantilativa (RQ) di miRNA,
normalizzato con snRNA U6 e rispetto a un campiaadibratore (il
corrispondente controllo non trattato di qtiele-poin). Abbiamo confrontato
I livelli di espressione di miRNA in entrambe lende cellulari dopo |l
trattamento e allsteady-stateutilizzando i controlli appaiati dello stessme-

point e usando come calibratore le HCT-116. Per ideatid i miRNA
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differenzialmente espressi (DE miRNA), abbiamo egapd il paired t-test(o t-
test t between subjeatel confronto tra le linee) trACt utilizzando i seguenti
parametri: assunzione di varianza uguale; Alph&(eadi p-value fuori soglia)
= 0.01; il p-value é stato calcolato basandosi ®rmptazione e la
significativita e stato determinata dopo la comeei di Bonferroni.

Abbiamo considerato come up-regolati o down-regojagi geni che hanno un
In della quantita relativa (RQ) almenol e< -1, rispettivamente. Abbiamo
inoltre escluso come DE miRNA quelli aventi Ct itefeninato o Ct > 35 o nel
campione o nel calibratore, in quanto in tali dadoro quantificazione relativa
sarebbe potuta essere fuorviante. Abbiamo ancheettigffo una
normalizzazione secondo il metodo dell&lobal Median Normalization
(GMN: similmente all’ analisi per i microarray, suno dei valori di Ct del
campione sono stati normalizzati rispetto alla raedidel Ct della matrice
(100). | dati di GMN sono mostrati come In della quentielativa (RQ) del
microRNA normalizzato rispetto al campione calibrat Le matrici con i dati
circa l'abbondanza relativa di miRNA in linee ckh prima e dopo il

trattamento, sono stati ottenuti con MeV04 (httpmiv.tm4.org/mev.html).

2.8 DETERMINAZIONE DELLA MUTAZIONE DI KRAS E
ANALISI DI ESPRESSIONE DEI MICRORNA IN

CAMPIONI PARAFFINATI DI PAZIENTI CRC.

Lo stato mutazionale del gene KRAS in campioni GR€lusi in paraffina e
stato valutato mediante discriminazione allelic®(Allelic discriminatior) in

Real-Time PCR. La discriminazione allelica € ungsagnultiplex in end-point
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PCR che identifica le varianti nucleotidiche di simgle-nucleic polymorphism
(SNP). La presenza di 2 coppie di primers e redagionde in ciascuna reazione
permette la genotipizzazione del campione. Percgiasaggio AD vengono
usate 2 sondéagMan MGB(Applied Biosystem) che identificano un singolo
SNP: una sonda, marcata con il fluorocromo VIC idiea I'allele 1 (ad
esempio il wild-type), I'altra, marcata con il flkezromo FAM identifica
I'allele 2 (ad esempio il mutato). | campioni igneérrano quindi classificati in
omozigoti per l'allele 1 se la fluorescenza emesaa solo quella del VIC;
oppure omozigoti per l'allele 2 se la fluoresceenaessa sara solo quella del
FAM; oppure eterozigoti se hanno entrambe gli ialiedl entrambe le

fluorescenze verranno emesse (Figura 22).

Homozygous Allele 1

o0 o O e ]
mO ame mO i e
Il TN TN @ vieean
Match Mismatch ® FAMM dyo
Homozygous AII;I; 2 @ .
N Giiiing JUJ_"_UQHJLLL,.LL,J.L!LLI_ ® I
Maich Mismaitch GAT
Heterozygous . i,
"}\®¢ L}\[\" -
fl
Match Maich

Figura 22. Meccanismo di identificazione dei SNP medianterifisizaione allelica con sonde
TagMan® MGB.

Il DNA di ogni campione é stato analizzato coneseliversi saggi TagMan ®
MGB personalizzati (Applied Biosystems, USA), distinando le sette

mutazioni piu comuni nei codoni 12 e 13 del KRA®)( Ogni test é stato
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eseguito in duplice copia, utilizzando i contraigativi e positivi per ogni
mutazione. Abbiamo anche analizzato il genotipo KRrelle linee cellulari
Caco-2 e HCT-116 da noi utilizzate in laboratoriper confermare
rispettivamente I'assenza e la presenza della nonaz

Per i 25 campioni CRC inclusi in paraffina e steff@ttuata la quantificazione
di 9 miRNA scelti sia tra i DE miRNA che tra quethe non risultavano sovra-
espressi 0 sotto espressi, al fine di confermagati ottenuti sulle linee e
verificare la robustezza dell'analisi. 100 ng di RNotale sono stati
retrotrascritti utilizzandoragMan MicroRNA Reverse Transcription Kibn
dei primers astemloop specifici per i miRs maturi e alle seguenti cormhz di
reazione: 16°C x 30’; 42°C x 30, 85°C x 5. Swuszsieamente 20 ng del
cDNA ottenuto sono stati amplificati in uré®00HT Fast Real-Time PCR
System(Applied Biosystem) comagMan MicroRNA Assag TagMan Gene
Expression Master MixApplied Biosystem). Ogni saggio € stato eseginto
triplice copia, utilizzando snRNA U6 come contro#adogeno. L'espressione
differenziale di miRNA in pazienti con KRAS wildf¢ e mutato é stata
valutata mediante il test di Wilcoxon-Mann-Whitn@y test della somma dei

ranghi (p <0.05).

2.9 PREDIZIONE DEI TARGETS E ANALISI DELLE GENE

ONTOLOGIES

| targetsdei DE miRNA predetti o sperimentalmente validaino stati estratti

da miRecords (http://mirecords.biolead.org). Ladmi®ne e stata ritenuta
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attendibile se itargetveniva identificato da almenot6ols (o in mancanza di
risultati da 5 o 4) di predizione tra gli 11 posisib

Al fine di migliorare la previsione deargets abbiamo utilizzato anche dati di
anticorrelazione dell’espressione tra miRNA e mRoIAIRNA e proteine (se
disponibili) (101, 103 (http://discover.nci.nih.gov/cellminer/home.dQuesto
ulteriore filtro & stato ottenuto anche utilizzandl database Hoctar

(http://hoctar.tigem.)t per i MiRNA intronici ricercando I'anticorrelamne tra

il target e il gene ospite. Per verificare la ctazene negativa fra miRNA e
MRNA e stato utilizzato il test di correlazione Beéarson prendendo come
significativi i valori di r che davano un p-value®B. La classificazione
funzionale dellegGene OntologfGO) deitargetse stata effettuata utilizzando
il plug-in di cytoscape BINGO
(http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/Home.htrhfanalisi delle GO
statisticamente differenti tra i divetéine pointse stata effettuata utilizzando il
tool FatiGO, disponibile nella suite di Babelomics

(http://babelomics3.bioinfo.cipf.es).

2.10 ANALISI GENOMICA COMPUTAZIONALE

Le informazioni sulla posizione genomica dei miRNAnani e la loro
assegnazione a specifiche famiglie sono state testrda CoGeMiR
(http://cogemir.tigem.it). | cluster di miRNA sonstati invece ottenuti da
Mirgen (http://www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.hHtmlincludono geni con
distanza massima di 5000 bp. Per valutare la prasein meccanismi di

regolazione comune nei cluster o nelle famigliepiaimo esaminato la
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relazione tra la vicinanza genomica dei pre-miRNAlae loro comune
espressione, mettendo a confronto le posizioni métee di pre-miRNA e |
loro valori di espressione. | fattori di trascriaeo(TF) comuni ai DE miRNA
sia predetti sulla base della conservazione ewaldei siti di legame al DNA
(Transcription Factor Binding SiteTFBS) sia sperimentalmente validati sono
stati ottenuti da 3 differenti database: TransMir
(http://202.38.126.151/hmdd/mirna/tf/), PuTmir {tp//www.isical.ac.in/ ~
bioinfo_miu / TF-miRNA.php) e mirGen 2.0
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/mirgen/). Come perella dei targets la
previsione del TF é stata migliorata verificandoctarelazione (negativa o
positiva) di espressione per le coppie miRNA / TEet di dati da microarray
utilizzato per questa analisi e i test statistigplecati sono stati gli stessi di

quelli descritti per la previsione dei targets.

2.11 ANALISI DELLE NETWORK

Le network biologiche dei gentarget dei DE miRNA sono state costruite
recuperando i corrispondenti dati di interattonteaserso plug-in APID2NET
(http://bioinfow.dep.usal.es/apid/apid2net.html) di Cytoscape: esse
contengono targetsvalidati dei DE miRNA, quelli predetti e filtratramite
I'analisi di anticorrelazione e i loro primi intétari. L’ analisi dei parametri di
centralita dellanetwork € stata effettuata utilizzando il plug-in Network
Analyzer (http://med.bioinf.mpi-inf. mpg.de/netanady). | dati sulla relazione
funzionale tra itargetse farmaci utilizzati nel trattamento del CRC stati

estratti dai databasase PharmGKB (http://www.ph&mayg/index.jsp) e
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Comparative ToxicogenomicPatabase (http://ctd.mdibl.org/), mentre le
informazioni sul loro coinvolgimento nel cancro ddhtabase Functional
Census of Human Cancer Genes
(http://bioinfo.hrbmu.edu.cn/fcensus/Home.jsp). idaf i dati relativi alla
disregolazione dei miRNA in altre malattie umanenscstati ottenuti dal

database miR2Disease (http://www.mir2disease.odg)la letteratura.

76



Risultati

3. RISULTATI

3.1 DIFFERENTE SENSIBILITA DELLE CELLULE DI
CANCRO AL COLON AL CETUXIMAB E PANITUMUMAB

Per testare la sensibilitd delle linee cellulari @RC al Cetuximab e al
Panitumumab e stata analizzata la vitalita delke ldhee cellulari CaCo-2 (con
KRAS wild type) e HCT-116 (con KRAS mutato), risipeamente sensibile e
resistente, in utime coursedi 72h dopo trattamento farmacologico usando |l
saggio MTT. Come mostrato in Figura 23a sia il Qebab e che Il
Panitumumab hanno un evidente effetto negativoasuilalita della linea
cellulare CaCo-2: per entrambi gli inibitori del@ER l'effetto € tempo-
dipendente. Per contro, il saggio MTT ha mostrdt® entrambi i farmaci non
hanno un effetto apprezzabile sulla vitalita dditeea cellulare HCT-116
(Figura 23b). La scelta di analizzare gli effewi €etuximab sull'espressione
dei miRNA e stata motivata dal fatto che esso téseaksere il piu utilizzato in
ambiente clinico e per il fatto di avere effettifelienti e piu marcati nelle due

linee cellulari.
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Figura 23. Saggio di vitalita cellulare su celluledi adenocarcinoma del colon dopo

somministrazione di cetuximab e panitumumabValori di assorbanza a 569 nm nelle CaCo-

2 (A) e nelle HCT-116 (B) ai tre differenti timeipts. T=trattato; C=controllo.

3.2 ESPRESSIONE DEI microRNA IN LINEE CELLULARI
CRC DOPO TRATTAMENTO AL CETUXIMAB

Per identificare la diversa espressione dei miRMNAue linee cellulari di CRC

con una differente sensibilita al Cetuximab, abluaenalizzato il profilo

d’espressione di 667 miRNA nelle CaCo-2 e nelle HA®, 24h e 48h dopo

trattamento, usando la tecnologiagMan Low Density ArrayTLDA). Per

verificare la riproducibilita del sistema delle TADe dimostrare la robustezza
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dei dati abbiamo calcolato la correlazione di Raais; p<0.01) tra ACt dei
replicati biologici di cellule trattate e non tittt. Abbiamo quindi trovato una
forte concordanza tra i tre replicati biologici dlascun campione (valore r
medio >0.87+ 0.07) (Figura 24). | valori di r sostati calcolati usandoACt di
tutti i miIRNA analizzati nelle fluidic cards. Rimuendo i valori di Ct >35 da

questa analisi, il valore r medio era >0.95 £ 0.03

0.5 1.0
% ) )
N
N N a
HCT-116 C24
HCT-116 T24
HCT-116 C48
HCT-116 T48

CACO-2 C24

CACO-2T24
CACO-2 C48
CACO-2T48

Figura 24: Valori della matrice r calcolati per ogni possibilgppiadi replicati biologici (P
value< 0.01; N=673). | numeri 1, 2, 3 indicanoplieati biologici

| risultati ottenuti utilizzando due differenti noeli di normalizzazione (ZM
€T e Global Median Normalization) sono comparabiltfavia abbiamo scelto
il metodo del 24T per le analisi successive poiché si € mostrateregsu
stringente. Nella figura 25 e mostrato il patterresbressione di 667 miRNA

nelle Caco-2 e nelle HCT-116 dopo 24h e 48h d#latreento con Cetuximab

20 uM e dei loro rispettivi controlli.
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Figura 25: Trascrittoma dei miRNA in cellule CRC trattate enrtmattate a 24h e 48h
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24h dopo il trattamento, abbiamo trovato 12 miRN#fedenzialmente espressi
(DE) nelle Caco-2 (6 sottoespressi e 6 sovraespressl6 miRNA
differenzialmente espressi (DE) nelle HCT-116 (lattoespressi e 5

sovraespressi) (Tabella 7)

CACO2 CNTR Vs LN HCT116 CNTR Vs LN

CACO2 TREAT 24h

MEDIO | HCT116 TREAT 24h | MEDIO

hsa-miR-122 hsa-let-7b
hsa-miR-124 hsa-let-7e
hsa-miR-486-5p hsa-miR-148a
hsa-miR-512-3p hsa-miR-202
hsa-miR-523 hsa-miR-219-1-3p
hsa-miR-545 hsa-miR-330-3p
hsa-miR-636 hsa-miR-330-5p
hsa-miR-330-5p hsa-miR-423-5p
hsa-miR-517c hsa-miR-509-5p
hsa-miR-18a* hsa-miR-542-3p
hsa-miR-610 hsa-miR-542-5p
hsa-miR-622 hsa-miR-708
hsa-miR-17*

hsa-miR-181c*

hsa-miR-193b*

hsa-miR-610

Tabella 7. MiRNA differenzialmente espressi dopo 24h ditiratento con il Cetuximab

Il set di DE miRNA alle 24h differisce nelle duade, fatta eccezione per il

miR-339-5p e il miR-610, che sono rispettivamerdera e sottoespresso in

entrambe le linee. Alle 48h il numero dei DE miRNiXiduce nelle Caco-2, in

guanto si osservano 10 miRNA differenzialmente esgir(8 sottoespressi e 2

sovraespressi) mentre nelle HCT-116 in miRNA atie@no 6 (5 sottoespressi

e 1 sovraespresso) (Tabella 8).
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CACO2 CNTR Vs HCT116 CNTR Vs
CACO2 TREAT 48h | LN MEDIO |HCT116 TREAT 48h|LN MEDIO
hsa-miR-107 hsa-miR-146a
hsa-miR-122 hsa-miR-152
hsa-miR-133b hsa-miR-223

hsa-miR-146b-3p hsa-miR-323-3p

hsa-miR-219-1-3p hsa-miR-503

hsa-miR-499-5p hsa-miR-597

hsa-miR-576-3p

hsa-miR-144*

hsa-miR-17*

hsa-miR-610
Tabella 8. MiRNA differenzialmente espressi dopo 48h di traiamto con il Cetuximab

Come precedentemente osservato alle 24h, i sehiRNA differenzialmente
espressi dopo 48h nelle Caco-2 e nelle HCT-116 swro sovrapponibili,
confermando cosi che le due linee cellulari risporadin maniera differente al
trattamento con Cetuximab, come gia si evincevald&iMTT. E’ interessante
osservare che il miR-610 e sottoespresso in engdminee ed entrambi i
time-point (ad esclusione delle HCT-116 a 48h); il miR-219pgl-¢é
sottoespresso nelle Caco-2 a 24h e nelle HCT-1148lg il miR-122,
sovraespresso nelle Caco-2 a 24h, diminuisce laespeessione dopo 48h; |l
miR-17* & sovraespresso nelle HCT-116 a 24h e egpi@sso nelle Caco-2 a
48h. L’espressione alterata o antitetica di quegiNA a 24h e 48h nelle due
linee cellulari potrebbe suggerire un loro imporanuolo nella cascata
molecolare innescata dal Cetuximab. In media ¢ir8&% dei miRNA alterati
a 24h nelle Caco-2 e nelle HCT-116 mostra lo stésmad di espressione
anche alle 48h: questo conferma che il processegdiazione inizia gia a 24h

per poi continuare a 48h (anche se il livello djndficativita di questi dati
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risulta essere al di sotto della stringente sagjliaccettabilita da noi stabilita e
per questo motivo tali miRNA non sono riportati laefabella 7 e tabella 8
(Figura 26).

Nel confronto dei valori di RQ dei miRNA allsteady statén entrambe le
linee abbiamo trovato che circa il 7% di tutti IRNA analizzati ha livelli di
espressione differenti nelle due linee: ci0 suggeriche le corrispondenti
network molecolari basali potrebbero predisporrediamente le 2 linee alla
risposta agli inibitori del’lEGFR. Inoltre circé8Po dei DE miRNA (let-7b,
miR-146a, miR-330-3p, miR-486-5p) nelle Caco-2 e TH(16 trattate e

differenzialmente espresso anche atleady state
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Figura 26:Andamento dei DE miRNA nelle Caco-2 e HCT-116 a 2448h. Le colonne rosse
rappresentano i DE miRNA nelle Caco-2 a 24h, lelveDE miRNA nelle Caco-2 a 48h , le
gialle i DE miRNA nelle HCT-116 a 24h e le blu i DERNA nelle HCT-116 a 48h
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3.3 CORRELAZIONE TRA MUTAZIONI Dl
ESPRESSIONE DEl

PARAFFINATI

microRNA

KRAS E

IN  CAMPIONI CRC

In una coorte di 25 pazienti CRC, abbiamo trovadophzienti con KRAS

mutato e 11 con KRA®ild-type(Tabella 9)

D

Eta Mutazione KRAS Classificatione Istopatologica
Adenocarcinoma papillare mucinoso de
75 Gly12Asp (GGT>GAT)| colon destro, moderatamente differenziato
(G2), metastatico
Adenocarcinoma mucinoso del cieco,
61 Gly12Asp (GGT>GAT) moderatamente differenziato (G3),
metastatico
Adenocarcinoma mucinoso del colon sinistro,
67 Glyl2val (GGT>GTT) moderatamente differenziato (G2)
Adenocarcinoma mucinoso del colon sinistro,
28 Glyl2val (GGT>GTT) scarsamente differenziato (G3), metastatico
Adenocarcinoma del sigma-retto,
56 Gly12val (GGT>GTT) moderatamente differenziato (G2)
Adenocarcinoma mucinoso del sigma-retto,
69 Glyl2Ala (GGT>GCT) moderatamente differenziato (G2),
metastatico
Adenocarcinoma rettale, moderatament
65 Glyl2val (GGT>GTT) differenziato (G2)
Adenocarcinoma del cieco moderatamente
61 Gly13Asp (GGC>GAC) differenziato (G3), metastatico
Adenocarcinoma del sigma-retto,
42 Gly13Asp (GGC>GAC) moderatamente differenziato (G2)
Adenocarcinoma del sigma-retto,
63 Glyl2val (GGT>GTT) moderatamente differenziato (G2),
metastatico
Adenocarcinoma del colon destro,
62 Gly12Asp (GGT>GAT) moderatamente differenziato (G2),
metastatico
9 No mutazione Adenocarcinoma del sigma, moderatamente
differenziato (G2)
-8 No mutazione Adenocarcinoma del colon sinistro,
scarsamente differenziato (G3), metastatico
72 No mutazione Adenocarcinoma del cieco, moderatamente
differenziato (G2), metastatico
. Adenocarcinoma del colon sinistro,
66 No mutazione

moderatamente differenziato (G2)
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Adenocarcinoma del colon sinistro,
scarsamente differenziato (G3), metastatico

Adenocarcinoma mucinoso del colon destro,
82 No mutazione moderatamente differenziato (G2),
metastatico
Adenocarcinoma rettale, moderatament
differenziato (G2), metastatico

45 No mutazione

W

62 No mutazione

Adenocarcinoma mucinoso della valvolg
48 No mutazione ileocecale, moderatamente differenziato (G2),
metastatico
Adenocarcinoma dell'intestino tenue,
scarsamente differenziato
Adenocarcinoma del colon destro,
65 No mutazione moderatamente differenziato (G2),
metastatico

55 No mutazione

Adenocarcinoma mucinoso del colon destro,
79 No mutazione moderatamente differenziato (G2),
metastatico

Adenocarcinoma mucinoso del sigma-retto,

71 No mutazione scarsamente differenziato (G3), metastatico

Adenocarcinoma del sigma, moderatamente
differenziato
Adenocarcinoma dell'intestino tenue,
scarsamente differenziato
Tabella 9: Caratteristiche istopatologiche e mutazioni KRée$ campioni CRC paraffinati

88 No mutazione

69 No mutazione

Dalla lista dei DE miRNA e dei miRNA che non vamadopo trattamento
nelle linee, abbiamo scelto un set di 10 miRNA elstdre in questi pazienti:
miR-17a, miR-19a*, miR-99b, miR-146b-3p, MiR-194iRa219-1-3p, MiR-

330-5p, miR-486-5p, MiR-497, miR-708.l nostri dati indicano che non
esistono differenze significative tra pazienti ¢dRAS wild-typee pazienti con
KRAS mutato per miR-17a, miR-19a*, miR-99b, miR-194iR-219-1-3p,

miR-330-5p, miR-497, miR-708 (Wilcoxon rank surstte p= 0.42 per miR-
17a; p= 0.27 per miR-19*; p= 0.11 per miR-99b; pE80per miR-194; p= 0.34
per miR-219-1-3p; p= 0.36 per miR-330-5p; p= 0.5 meR-497; p= 0.34 per
miR-708). Al contrario, miR-146-b-3p e mIiR-486-5postrano livelli di

espressione significativamente piu elevati nei grazicon KRAS mutato
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(Wilcoxon rank sum test: p<0.03 and p<0.006, rispatnente per miR-146-b-

3p e miR-486-5pjFigura 27)

A B

1 P =0.0306 10 P = 0.0068

(normalized)
N

miR-146b-3p expression
(normalized)
miR-486-5p expression

— ’ N

KRAS mut KRAS wt KRAS mut KRAS wt

Figura 27: Sovraespressione dei miR-146b-3p e miR-486-5p iriepi CRC con KRAS
mutato.Grafico Box and Whisker Plot dell’'espressione dék+h46b-3p A) e del miR-486-5p
(B) in campioni FFPERormalin-Fixed Paraffin Embeddgdl valori di espressione vengono
mostrati come delta Ct normalizzati con shnRNA U@ddtiplicati per -1.

Entrambi questi miIRNA sono sovraespressi nelle €adopo trattamento con
il Cetuximab. Inoltre il miR-486-5p & piu espresmile HCT-116 (con KRAS
mutato) rispetto alle Caco-2 (con KRAMId-type, rispecchiando nelle linee

cio che avviene nei pazienti.

3.4 REGOLAZIONE DELLE FAMIGLIE DI microRNA E
DEI CLUSTERS GENOMICI

Per valutare l'eventuale regolazione dlusters dei miRNA, abbiamo
analizzato l'espressione di miRNA localizzati inogsimita nel genoma
(separati da <5Kb). Abbiamo trovato che miRNA lacadti nella stessa

regione genomica presentano lo stassoddi espressione nel confronto tra le
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due linee allsteady statemiRNA localizzati vicino a DE miRNA hannoend

di espressione simile, anche se, a causa delligktio di stringenza da noi
scelto, non sono inclusi nella classe dei DE (quatdesempio hanno valori
medi di LN minori di 1 o maggiori di -1). Ad eseropil cluster miR-194/miR-
215 sul cromosoma 1 e il cluster miR-372/miR-37B@omosoma 19 sono
espressi ad alti livelli nelle Caco-2 rispetto aH&T-116; al contrario, |l
cluster contenente miR-18b, miR-19b-2, miR-20b, {8#R2, miR-106a, miR-
363 sul cromosoma X € espresso a livelli piu basie Caco-2 rispetto alle

HCT-116(Figura 28)
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Figura 28: cluster di DE miRNA co-regolati dopo trattamemtelle Caco-2 (miR-194/miR-
215) o nelle HCT-116 (miR-99b/let-7e e let-7a/le)7

Nella maggior parte dei casi, miRNA in stretta giosta genomica (cioe che
distano tra loro meno di 1 Kb) mantengono lo stésesad di espressione anche

dopo somministrazione del Cetuximab, come ad esempmilusters miR-
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99b/let-7e e let-7al/let-7b che sono sottoespredia RICT-116 trattate (Figura
28). Cio potrebbe essere dovuto alla presenza mhirdadi attivazione della
cromatina o di regioni promotrici comuni. Al cori@ I'espressione dei
mMiRNA appartenenti @&lusterspiu grandi (cioe da 1 Kb a 5 Kb) avviene in
maniera differente e non coordinata durante iltaraento. Abbiamo quindi
effettuato la stessa analisi per i mMiRNA omologppatenenti a famiglie e
localizzati in loci differenti. Abbiamo cosi idefitiato 22 famiglie
comprendenti 39 miRNA, i cipatterndi espressione risultano differenti tra le
linee sia allosteady-stateehe dopo trattamento. Tuttavia le famiglie dei miR
99, miR-192 e miR-290 mostrano espressione sinlle steady-state E’
interessante notare che let-7b e let-7e, apparieaka famiglia di let-7, e
miR-148a e miR-152, appartenenti alla famiglia delR-148, sono tultti
sottoespressi nelle HCT-116 dopo 24h di trattamenid potrebbe essere

dovuto a segnali regolatori comuni e alla stesgana& evolutiva.

3.5 IDENTIFICAZIONE DI TFBS PER microRNA
COREGOLATI

Al fine di trovare un meccanismo di regolazione com deputato al controllo
dell'espressione dei miRNA dopo il trattamento abiw ricercato la presenza
di TFBS (Transcription Factor Binding Sije conservati nelle regioni
genomiche a monte dei geni per i miRNA e valutato correlazione
nell'espressione tra TF e miRNAs. Abbiamo trovateBBs per 203 fattori di
trascrizione, tra i quali 25 sono stati seleziopati alto numero di occorrenze,
per il loro coinvolgimento nel tumore al colon dlaegisposta farmacologica

secondo dati di letteratura (Tabella 10).
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TRANSCRIPT | - \BER EGFR
ION FACTOR CRC-
OF MIRNA PATHWAY-
OFFICIAL MIRNA RELATED
CONTROLL RELATED
GENE A PUBMED ID | AT
SYMBOL
152,148a, 219-1-3p, 107
CUX1 5 2550
ELK1 2 523, 193b* 004012
FOXA2 5 122,107, 124, 152, 323-3p 17283222
146a, 146b-3p, 122,
FOXD3 11 124,330-3p, 330-5p, 17*,
517c, 152 let-7e
FOXJ2 4 133b, 146b-3p, 148°, let-Te
144* 523, 124, 133b, 152
GATAL 6 g
499-5p, 107, 219-1-3p, let}
HAND1 5 o 19723660
133b, 107, 122, 423-5p,
HNF1A / 17*, 503, 146b-3p
144*, 18a*, 202, 517c, 107,
181c*, 330-3p, 330-5p, 323-
HNF4A 19 3p, 17*, 499-5p, let-7e, 124,
148a, 503, 146b-3p, 193bt,
219-1-3p, let-7b
let-7e, let-7b, 219-1-3p,
JUN 6 395,30, 16108 145" 20395206
499-5p, 146b-3p,330-3p,
MAF 8 330-5p, 122, 124, 219-1-3p,
let-7b
523, 148a, 124, 17*, 202,
MYB 6 o 18574464
* - - -
MYC 4 17 let-7e, 499-5p, let-7b| 20029424 | .
MYOG 4 133b, 17*, 499-5p, 219-1-3p
193b*, 133b, 499-5p,
NKX2-5 6 17*.423-5p, 219-1-3p
499-5p, 133b, 330-3p, 330-
PAX4 9 5p, 323-3p, 17, 152, 219-1-
3p, 122
503, 323-3p, 148a, 133b,
PAX6 ! 1463, 219-1-3p, 146b-3p| 10344734
144*, 18°%, 517¢, 523,
POU2F1 12 133b, 17*, 330-3p, 330-5p,
148a, 152, 193b*, 219-1-3p
PPARG 2 107, 144* 18391483
REL 3 133b, 17*, 193b*
107, 18a*, 523, 223, 122,
RUNX1 13 181c*, 124, 17*, 499-5p,
133b, 202, 193b*, 219-1-3p
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486-5p, 144*, 523, 107, lef
7b, 124, 330-3p, 330-5p,
TCF3 18 17*, 181c*, 193b*, 202, 11326276
499-5p, 512-3p, 517c¢, 146p-
3p, 323-3p, 219-1-3p

TP53 3 202, 107, 223 16172461
YY1 3 107, let-7e, 181c* 19360355
ZEB1 2 517c, 423-5p 17486063

Tabella 10: Lista di fattori di trascrizione predetti o validptu rappresentativi e miRNA da

essi controllati.

Abbiamo quindi filtrato e validato questi dati aterso analisi della
correlazione di espressione tra TFs e miRNA: questina permesso di
identificare HNF4A, RUNX1, TCF3 come i TFs che aofiaino il piu alto
numero di DE miR X15) in entrambe le linee dopo trattamento. Abbiamo
inoltre trovato che alcuni TF che svolgono un ruaédlo sviluppo degli organi
o che sono coinvolti in altri tipi di tumore, hanna alto numero di TFBS e
sono correlati all’'espressione dei miRNA (ad esempOXD3, GATAL,
HNF1A, MAF, NKX2-5, PAX4 e POU2F1). Basandoci sueqti dati, noi
ipotizziamo il loro potenziale coinvolgimento ancheella risposta al
Cetuximab nel tumore al colon-retto. Come attesoltiftDE miRNA sono
controllati da fattori di trascrizione per | quabra stato dimostrato
precedentemente il coinvolgimento nel tumore colale MYC, amplificato e
sovraespresso in CRC e altri tumori; TCF3, cordtoldallapathwaydi WNT;
YY1 e ZEB1 sovraespressi in CRC; HAND1 e PAX®6, freaqtemente iper-
metilati in CRC; JUN, attivato dalla cascata di KRAMYB, attivato in CRC;

TP53, deleto o mutato in CRC (Tabella 10).
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Interessantemente abbiamo trovato che alcuni geniralati da KRAS e
coinvolti nellapathwaydel Cetuximab controllano potenzialmente alcuni DE
mMiRNA. Ad esempio, abbiamo predetto che ELK1 regalkR-193b* e miR-
523, con i quali e correlato positivamente; STATdtfivato dallEGF
signalling potrebbe essere responsabile della maggior abbaaddel miR-
146b-3p nelle biopsie con KRAS mutato.

Inoltre, nella linea con KRAS wild-type, il miR-146he controlla STAT1 nel
cancro al colon 70) e sottoespresso. Cio potrebbe quindi determitete
sovraregolazione di STAT1 e quindi del miR-146b-8gservata in questa
linea dopo trattamento farmacologico.

Tramite il database TransMir, contenente solo azieni TF/miRNA validate,
abbiamo trovato che MYC reprime let-7b e let-7euii pre-miR hanno anche
espressione anti-correlata con MYC) e quindi pdieclessere responsabile
della sottoespressione di questi due miRNA alle. 2dfne, I'espressione del
miR-17* in entrambe le linee dopo trattamento {uiee essere dovuta al
controllo delclustermiR-17-92 da parte di MYC e dei geni NKX2-5, TLX¥1

TLX3 (della famigliaNK-like family of homeobox genes

3.6 ANALISI DEI TARGETS

Al fine di valutare la rilevanza biologica dei 38IRNA differenzialmente
espressi dopo trattamento, abbiamo ricercato iterdtira dati sulla loro
eventuale disregolazione nelle malattie umane, lddaeno osservato che |l
67% dei miRNA disregolati sono coinvolti nel cancri cui il 20% in
particolare e correlato al cancro al colon-rettwoltre il 50% dei miRNA

differenzialmente espressi tra le due linee akbady state € coinvolto in CRC.
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Mediante analisi computazionale abbiamo identificatl3 targets dei DE

MIiRNA (226 validati sperimentalmente e 287 prejlefiutti i targetspredetti,

selezionati per le analisi successive, hanno coeffie di Pearson negativo

nell'analisi di correlazione con i miRNA (p<0.0#bbiamo trovato che il 10%

di questitargetse rappresentato da proteine convolte nel cantra gueste il

30% e specificamente coinvolta in CRC. Inoltrejpontato in letteratura che

circa il 36% deitargets da noi individuati € coinvolto nella risposta alla

chemioterapia in nel tumore al colon-retto e thlgetsin particolare sono

coinvolti nella risposta al Cetuximab (Tabella 11).

. DE miRNAs predetti o Caco-2 HCT-116
Geni target . ) .
validati expression expression
C180rf37 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
CCND1 hsa-let-7b Down, 24 h PT
FAM57A hsa-miR-124 Down, 24 h PT
Targets MAP2K4 hsa-miR-576-3p | Up, 48 h PT
precedentemente | \RAS hsa-miR-330-5p | Up, 24 h PT Up, 24 h PT
Iettrgr)gtrltjarlg Icnome NRAS hsa-let-7b Down, 24 h PT
coinvolti nella PIK3R1 hsa-mir—486-5p Up, 24 h PT
pathway del PRKCA hsa-miR-330-5p | Up, 24 h PT Up, 24 h PT
Cetuximab SP1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
STAT5A hsa-miR-509-5p Up, 24 h PT
VEGFA hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
VEGFA hsa-miR-330-5p | Up, 24 h PT Up, 24 h PT
ABCA1 hsa-miR-152 Down, 48 h P1
BCL9 hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
EYA4 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
PRKCB1 hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
PRKD1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
Targets PTEN hsa-mir-486-5p | Up, 24 h PT
precedentemente ooy g5 hsa-mir-486-5p | Up, 24 h PT
riportati in -
letteratura come | PTPN12 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
coinvoltiin crc | TRIM33 hsa-miR-512-3p | Up, 24 h PT
CCND1 hsa-let-7b Down, 24 h PT
MAP2K4 hsa-miR-576-3p Up, 48 h PT
NRAS hsa-let-7b Down, 24 h PT
PIK3R1 hsa-mir-486-5p Up, 24 h PT
PRKCA hsa-miR-330-5p | Up, 24 h PT Up, 24 h PT

57



Risultati

CASP3 hsa-let-7b Down, 24 h PT
CCND1 hsa-let-7b Down, 24 h PT
RELA hsa-miR-124 Down, 24 h PT
VEGFA hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
VEGFA hsa-miR-330-5p Up, 24 h PT Up, 24 h PT
GADDA45A hsa-miR-152 Down, 48 h PT
CYP1B1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
AHR hsa-miR-124 Down, 24 h PT
IL1A hsa-miR-146b-3p Up, 48 h PT
CYP19A1 hsa-let-7b, hsa-let-7e Down, 24 h PT
ESR1 hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
ESR1 hsa-miR-152 Down, 48 h P
SLC16A1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
SP1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
CDK4 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
Targets MAPK14 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
pre‘?ed?”:.e.meme PRKCA hsa-miR-330-5p | Up, 24 h PT Up, 24 h PT
ettoratia come | ABCC5 hsa-let-7e Down, 24 h PT
coinvolti in CRC e | CTGF hsa-miR-124 Down, 24 h PT
nella risposta | PTEN hsa-mir-486-5p | Up, 24 h PT
farmacologica |TOB1 hsa-mir-486-5p Up, 24 h PT
CAV1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
CXCR4 hsa-miR-146a Up, 48 h PT
ITGB1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
NR112 hsa-miR-148a Down, 24 h PT
RUNX2 hsa-miR-636 Down, 24 h PT
. Up, 24 h PT -
ALDOA hsa-miR-122 Do?/vn, 48 h PT
CDK6 hsa-let-7b Down, 24 h PT
CDK6 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
CEBPA hsa-miR-124 Down, 24 h PT
COLG6A3 hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
ID2 hsa-miR-330-3p Down, 24 h PT
LMNB1 hsa-miR-124 Down, 24 h PT
NGFR hsa-miR-330-5p Up, 24 h PT Up, 24 h PT
SLC2A1 hsa-miR-152 Down, 48 h PT

Tabella 11 Lista dei

DE microRNA predetti o validati e rila targets coinvolti in CRC,
Cetuximab e chemioterapia.
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3.7 NETWORK E GENE ONTOLOGIES DEI TARGETS

Per tutti i miRNA differenzialmente espressi dopattamento per linea e per
time-pointabbiamo ottenuto le informazioni sulle interazipmteina-proteina
e DNA-proteina deitargets validati, targets predetti anticorrelati e dei loro
primi interattori. Con questi dati abbiamo costvultnetwork(Figura 29):

o lanetworkdelle Caco-2 a 24h (2594 nodi)

o lanetworkdelle Caco-2 a 48h (712 nodi)

o lanetworkdelle HCT-116 a 24h (2244 nodi)

o lanetworkdelle HCT-116 a 48h (839 nodi)
Interessantemente abbiamo trovato che le proteikd1A GRB2, MYC,
NFKB2, PLCG1, RAF1, SP1, tutte correlate gthwaydel Cetuximab, sono
nodi comuni a tutte e quattro keetwork e nella maggior parte dei casi

rappresentanbubs(> 90 interattori).
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Figura 29: Networkdei target validati e predetti anticorrelati det IniRNA nelle Caco-2 a
24h (A), HCT-116 a 24h (B), Caco-2 a 48h (C) e HUIB a 48h (D). | nodi piu esterni di
ciascunanetworkrappresentano ghub AKT1, GRB2, MYC, NFKB2, PLCG1, RAF1, SP1,
EEF1Al e UBC.

Inoltre il 6.7%, 6.7%, 7.2%, 8.7% dei geni rispatnente delle Caco-2 a 24h,
Caco-2 a 48h, HCT-116 a 24h, HCT-116 a 48h PT avoita in tumori,
incluso il CRC; il 23.2%, 20.8%, 23.5%, 26.5% degti geni e coinvolta alla
risposta farmacologica nel tumore al colon-rettop® aver effettuato I'analisi
della centralita nellsmetwork abbiamo trovato che EEF1A1, GRB2 e UBC
(quest'ultimo interattore defargets dei DE miRNA) sono le proteine che
presentano il piu alt@legree In particolare, GRB2 ha 332 interattori nella
network delle Caco-2 a 24h, 97 in quella a 48h, 5drattori nella network
delle HCT-116 a 24h e 123 in quella a 48h. Per tqupsoteina € gia stato

riportato in letteratura il coinvolgimento nellasposta farmacologica del
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tumore al colon-retto al Cetuximab e, piu in gelegralla chemioterapidal 03).

Anche EEF1Al, considerato un regolatore della dascellulare e del
citoscheletro, ha mostrato sovraespressione neortu(mcluso il CRC) e
secondo dati di letteratura e coinvolto nella rigpdarmacologica in CRQZ;

104-105. UBC e un componente chiave nel sistema di degiade
ubiquitina-mediato nel proteosoma, che gioca unlorumportante nella
regolazione della proliferazione delle cellule el colo-rettali ed e quindi
implicato nella carcinogenesi in questo tesslifiby,

Tramite analisi statistiche abbiamo determinatoGene OntologiegGO)

significativamente sovra-rappresentate in ciascuele 4 network e

successivamente focalizzandoci sul confronto tiduke linee per ciascumme-

point

GO termssovra-rappresentati comuni alle due linee

L’analisi per il punto a 24h ha evidenziato un altonero di occorrenze nelle
due linee per i processi comuni quali regolazionglad trascrizione,
regolazione della proliferazione cellulare, maiilicellulare, angiogenesi,
regolazione dell’attivita delle MAPK, apoptosi; paantro, la stessa analisi del
punto a 48h ha evidenziato come GO comuni allelidee solo quelle generali
della trascrizione, regolazione della proliferam@apoptosi (Hypergeometric
test, Benjamini adjusted<p.00005) (Figura 30).

GO termssovra-rappresentati in una sola linea

Interessantemente abbiamo osservato che le pratell@networkdelle Caco-

by

2 a 24h é arricchita InGO terms relativi a processi quali apoptosi,
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differenziamento e regolazione negativa della ¢r@s®llulare e migrazione,
regolazione dell’attivita delle MAPK, dellpathwaysdi WNT e NOTCH e
dell’attivita di VEGF rispetto alle HCT-116, cheviece hann@&O termssovra-
rappresentatati solo per i processi relativi atfiagenesi. Dopo 48h la network
delle HCT-116 e arricchita in proteine avenBO terms relativi a
differenziamento, regolazione positiva della crescicellulare e della
migrazione, transizione mesenchima-epitelio, regote della cascata delle
MAPK, angiogenesi gathwaysdellEGFR e VEGF (Hypergeometric test,
Benjamini FDR adjusted p<0.05) (Figura 30).

Nella nostra analisi delle GOs anche i processietati all'immunita sono
rappresentati in maniera estensiva: rispetto alleTH16 le Caco-2 sono
arricchite in proteine coinvolte nell'attivazioneeid mediatori molecolari
dell'infammazione sia a 24h che a 48h (Figura 3®ltre nelle Caco-2, sia a
24h che a 48h, abbiamo trovato diverse GOs relatliadtivita di NF-kappaB,

che sono assenti nelle HCT-116 (Figura 30).
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Tramite confronto tra l@etworka 24h e a 48h abbiamo infine identificato le
differenze statisticamente significative tra le GOs quest’analisi € emerso
che nelle Caco-2 a 24h rispetto a 48h € maggioneuthero di processi
biologici e funzioni molecolari relative alla trasdone del segnale, attivita di
recettore trans-membrana, cascate di segnalazionesdate da recettori

associati a proteine G (Fisher’'s exact test, agfupk0.05).
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4. DISCUSSIONE

Le basi molecolari della risposta alle terapie omitcancro sono complesse,
poiché comportano processi multipli e corrisponderathwayse network
cellulari (107, 10§. La nuova generazione di terapie mirate é stateapita
per incidere su specifici processi molecolari chentwllano la crescita
tumorale, la sopravvivenza, l'apoptosiOf). Sono stati sviluppati diversi
agenti antitumorali che interferiscono conplathwaydell’Epidermal Growth
Factor ReceptorEGFR) (L09. Tra questi, il Cetuximab €& utilizzato per il
trattamento CRC sia come monoterapia sia in comlwna con altri
chemioterapici 110). | meccanismi attraverso i quali il Cetuximab lgeola
sua attivita antitumorale sono numerosi e non andet tutto compresi: essi
includono linibizione della progressione del cidellulare, dell’angiogenesi,
dell'invasione e della metastatizzazione, l'attivag dell'apoptosi, e la
citotossicita sinergica con la chemioterapia e atedapia {11). Il genome-
wide profiling dell’espressione degli MRNA e stato utilizzato pemprendere

i circuiti di regolazione innescati da farmaci. lin@ e stato notato che i livelli
di mRNA e delle proteine codificate spesso non ssoarapponibili: tra le
cause possibili vi € la regolazione genica paserizionale mediata dai
mMiRNA (13). | miRNA potrebbero avere un ruolo critico nelntwllo di
segnali complessi attivati sia da stimoli interfiecesterni, come quelli

innescati dai farmaci antitumoralil?). L’espressione dei miRNA infatti &
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fortemente implicata nella tumorigenesi e nellagpessione del carcinoma al
colon-retto {1,77, 11¥ di conseguenza, abbiamo ipotizzato che i micrARN
possano influire in maniera incisiva sulla rispaat&etuximab. Infatti, i dati di
espressione riportati in questa tesi mostrano Ictratiamento con Cetuximab
induce cambiamenti nel trascrittoma dei miRNA inek cellulari farmaco-
sensibili e farmaco-resistenti. Queste variazianegpressione riguardano sia
singoli mMIRNA che miRNA appartenenticuster o famiglie (ad esempio, le
famiglie di let-7 e miR-148). E interessante notehe I'insieme dei miRNA
differenzialmente espressi (DE) nelle due linedut@i € quasi interamente
non sovrapponibile, con esclusione del miR-219-18{RR-330-5p, MmiR-610,
alterati in maniera identica in entrambe le lin@eesti tre MIRNA, se validati
su un numero piu alto di linee e su pazienti, fdiezo rappresentare marcatori
di risposta al Cetuximab, la cui espressione epemtiente dallo stato di
KRAS. | dati sui DE miRNA indicherebbero una diversrganizzazione del
trascrittoma nei due sistemi modello, dovuti pralmabnte agli individuali
assetti genomici delle due linee. Queste differemdrebbero quindi
influenzare le relativenetwork molecolari e innescare risposte diverse agli
inibitori del'lEGFR: per esempio, l'attivazione tiigiva di KRAS nelle HCT-
116 potrebbe portare a una diverso segnale diaegole dei miRNA rispetto
alle cellule con KRAS wild-type. Non sorprende deé&7b e let-7e siano
sottoespressi nelle HCT-116 dopo il trattamento Gatuximab: i membri
della famiglia let-7 sono infatti noti perché hanoome target KRAS e,
recentemente, e stato riportato il loro coinvolgiaenella risposta Cetuximab

(114). Dopo il trattamento con Cetuximab, nelle lineelludari resistenti
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rimane attiva la segnalazione a valle del gene KRASottoespressione dei
suoi regolatori negativi (let-7b e let-7e appunt@ptrebbe essere un
meccanismo che viene selezionato positivamente uestg cellule per
contribuire alla resistenza al Cetuximab. | divérascrittomi nelle due linee
cellulari potrebbero essere il risultato del coldrada parte di fattori di
trascrizione (TF) coinvolti nella risposta al Cdtogb o delle pathways
correlate. Sulla base dei nostri dati, abbiamoat@\25 TF che putativamente
controllano i miRNA in entrambi i modelli cellulafad esempio, HNF4A,
RUNX1, TCF3), per 17 dei quali era stato precedestde segnalato il
coinvolgimento in CRC (es. MYC, TCF3)1Lg, 115. Alcuni di questi TF
potrebbero specificamente controllare [I'espressiashe DE miRNA,
determinando la variazione del trascrittoma dogmaitamento con Cetuximab
(116). Abbiamo inoltre identificato un insieme affidebdi mMRNA target dei
DE miRNA: questi possono permetterci di approfoadir meccanismi
molecolari e lepathways biologiche responsabili della sensibilita o della
resistenza alla terapia. Curiosamente, tutti quesBRNA hannotrend di
espressione opposto rispetto ai loro relativi mRNwget (Coefficiente di
Pearson negativo): ci0 suggerisce che queste coppi@NA/MRNA
potrebbero corrispondere a circuiti di regolazibn@ogicamente rilevanti nei
nostri modelli (17): infatti, gli mMRNA individuati in questo studiooso
controllati da diversi DE miRNA gia precedentemeassociati al CRC (cioe,
let-7, miR-17*, miR-18a, miR-107, miR-133b, miR-323 alcuni di essi sono
noti anche per essere coinvolti nella rispostaeaimab (let-7b, let-7e). E 'da

notare che il miR-17* (precedentemente noto confe-iv-3p), un marcatore
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risultato abbondante nelle biopsie e nel plasmapdeienti CRC e regolato
positivamente da Myc, & sovraespresso nella lingltulare resistente e
sottoespresso in quella sensibile dopo il trattameoen Cetuximab. Questa
modulazione antitetica del miR-17* potrebbe rappnégre uno dei
meccanismi molecolari discriminanti della resistenzdella sensibilita. 1 livelli
piu elevati del miR-146b-3p e miR-486-5p e in cammpicon KRAS mutato,
rispetto a quelli di tipowild-type potrebbe essere il risultato indiretto
dell’'attivazione costituzionale dslgnallingdi KRAS. Quasi I'80% ddiargets
del miR-486-5p sono regolatori negativi della geotzione cellulare o sono
coinvolti nell'apoptosi. Ad esempio, ARHGAPS regaolagativamente le RHO
GTPasi, DOCK3 e un inibitore della via di Wnt/bettenina, TOB1 & una
proteina anti-proliferativa che controlla la creacicellulare, ST5 €& un
regolatore negativo della chinasi MAPK1/ERK218-12). Inoltre, tra i
targetsdel miR-486-5p c'é PIK3R1 che €& noto per essereasspresso nei
pazienti responsivi dopo il trattamento con Cetwatin22). E’ stato visto che
il miR-146b-3p € un marcatore prognostico sfavoleveer i pazienti con
tumore polmonare a cellule squamose o carcinomallgrapdella tiroide
(Papillary Thyroid CarcinomaPTC) (123-129. E interessante notare che in
PTC la sua sovraespressione € statisticamente iass@tle mutazioni su
BRAF. BRAF é un effettore a valle del gene KRAS:slee mutazioni sono
riportate in pazienti CRC e sono mutualmente esausspetto a quelle di
KRAS (125) Inoltre, alcune prove indirette ottenute nel caradla mammella
suggeriscono che EGFR sarebbe il target del miRxrB48el miR-146b1(26).

Visti insieme questi dati suggeriscono che la maggabbondanza dei miR-
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146b-3p e miR-486-5p nei pazienti CRC con KRAS nwutarebbe un effetto
molecolare a valle determinato dagli stimoli ipetierativi innescati dalla
mutazione nel gene KRAS o da altri nodi della stesa. Di conseguenza, il
profiling di questi miRNA in pazienti CRC potrebbe completarapprofondire
la diagnosi basata su KRAS per prevedere la séitesibl Cetuximab. Non
sorprende che le quattretworkdei targetsdei DE miRNA e dei loro primi
interattori siano centrate sugli steksbs EEF1A1, GRB2, UBC. Anche se il
ruolo di EEF1A1 in CRC rimane ancora poco carareato, € stato dimostrato
il coinvolgimento di GRB2 e UBC nella regolazionelld pathwaydi EGFR
(127,129. In particolare, GRB2 €& una proteina-collegamesdgsenziale tra i
recettori di superficie del’lEGF e la via di segaabne di RAS, che partecipa
alla internalizzazione di EGFR e la sua successiviguitinilazione (28).
Inoltre, il complesso dell’'ubiquitina regola ancakre molecole chiave nella
carcinogenesi in CRC e componenti della via di KRE® significa che i
circuiti di regolazione innescati dai DE miRNA sichlizzano su molecole
chiave che giocano un ruolo centrale nella cortetsmissione dei segnali da
parte di EGFR, nella sua internalizzazione etumei-over Questi risultati sono
ben inseriti nello scenario degli effetti molecolamescati dal Cetuximab:
infatti & stato dimostrato che il cetuximab indweche I'internalizzazione
dellEGFR e la sua degradazione ubiquitina-mediatdine di determinare le
principali funzioni biologiche e molecolari alteeatiai DE miRNA, abbiamo
analizzato statisticamente i G@rms sovra-rappresentati all'interno delle
network abbiamo osservato che i geni target dei DE miRNA&aco-2, sia a

24h che a 48h sono preferibilmente coinvolti nedigolazione dellpathways
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di Notch e Wnt, mentre il set dei DE miRNA nell€H-116 controllerebbe le
vie di segnalazione dellEGFR alle 48h. pathwaycanonica di Wnt inibisce
la degradazione del complesso dditaatenina nelle cripte intestinaliZ9).
Nella nostra analisi delle GO i processi corraddiimmunita sono ampiamente
rappresentati: abbiamo notato chené&workdelle Caco-2, rispetto alle HCT-
116, e arricchita in proteine coinvolte nell’ attiarone dei mediatori molecolari
di inflammazione. E' stato riportato che il trateEmto con Cetuximab dei
pazienti CRC aumenta l'espressione di proteineirgiammatorie e che la
risposta dell'ospite alla terapia potrebbe essene potenziale fattore
prognostico nel CRCI1@2). Inoltre nelle Caco-2, sia a 24h che a 48h, abbia
trovato diversi GOterms relativi all’attivita del complesso NFkB, che sono
assenti nelle HCT-116. L'espressione di questoofattdi trascrizione,
anch’esso attivato da segnali a valle del’lEGFRst&ta associata con la
prognosi e la resistenza ai trattamenti antituni@anaCRC e altri tumori solidi
(130). Questi dati sottolineano come le diverse rigpadt Cetuximab siano
legate a diversi tipi di DE miRNA e, di conseguenzadiverse vie di
segnalazione molecolare. Infine, abbiamo identifica differenze
statisticamente significative nelle GO tra le 24tee48h nelle nostre linee
cellulari modello: a 24h, rispetto alle 48h, le G& hanno mostrato
un’occorrenza significativamente maggiore dei psscebiologici e delle
funzioni molecolari correlate alla trasduzione dwdgnale, all'attivita dei
recettori transmembrana, vie di segnalazione attivdalle proteine-G

accoppiate a recettori. Cio indica che il contrallella cascata molecolare
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mediata da EGFR rappresenta un effetto precoca delhministrazione del

Cetuximab nella linea cellulare sensibile, visilgla alle 24h.
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5. CONCLUSIONI

| dati presentati in questa tesi evidenziano péril@a volta il coinvolgimento

globale dei microRNA nella risposta al farmacolagial cetuximab nel
carcinoma al colon-retto, identificando un set andidati trascrizionali per i
quali e interessante studiare il coinvolgimentazianale. | miRNA identificati
attraverso i nostri esperimenti possiedono le sguearatteristiche: alcuni
sono disregolati in maniera comune in entrambe ineel cellulari dopo
trattamento (ad esempio, il miR-330-5p, sovraesmese il MiR-610,
sottoespresso); altri sono alterarti specificameimte una linea e sono
chiaramente correlati alf@athway del cetuximab (ad esempio nelle HCT-116
I miR let-7b e let-7e, sottoespressi e il miR-13byvraespresso). infine i piu
interessanti sono risultati i piu abbondanti inipad con KRAS mutato prima
del trattamento (cioé, miR-146b-3p e miR-486-5p). dggi, la possibilita di
un coinvolgimento dei miRNA nella risposta dei mati al cetuximab é
rimasta inesplorata: i nostri dati forniscono parprima volta una visione
sistemica della partecipazione dei miRNA nella atsanolecolare innescata
dal cetuximab, suggerendo anche il loro utilizzoneanarcatori predittivi della
risposta farmacologica. Cio potrebbe aprire ladstra studi epidemiologici piu
grandi e ad applicazioni cliniche su campioni CR&r gli screeningdi
farmacoresistenza nei pazienti, al fine di ricezaam’associazione tra specifici
profili di miRNA e classi di risposta per cetuximdbidentificazione di questi
microRNA dovrebbe eventualmente consentire di meke la risposta dei
pazienti alla terapia e potrebbe condurre ad urglioné comprensione dei

meccanismi molecolari della risposta farmacologitafine, questi studi
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potrebbero anche identificare miRNA connessi alangioresistenza come

bersagli farmacologici per la combinazione deltapé corantagomirs(131).
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