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1.1 Il carcinoma epatocellulare 

 
Il carcinoma epatocellulare (HCC) è il più frequente tumore maligno del 

fegato e rappresenta il sesto tipo di tumore più comune nel mondo. Inoltre, 

essendo i pazienti diagnosticati a stadi piuttosto avanzati, l’epatocarcinoma 

rappresenta la terza causa di mortalità associata a tumore, con un’incidenza in 

aumento (1, 2). Nei paesi occidentali, l’insorgenza di epatocarcinoma è 

strettamente correlata con la presenza di cirrosi epatica e circa l’80% dei tumori 

insorgono su di fegato affetto da cirrosi o da epatite cronica (3).  

L’epatocarcinoma è un tumore che presenta un’eziologia molto eterogenea: 

l’HCC risulta infatti associato a differenti fattori di rischio molto ben 

caratterizzati. I principali fattori di rischio includono il virus dell’epatite B 

(HBV), il virus dell’epatite C (HCV), l’assunzione cronica di alcol, l’esposizione 

alimentare prolungata all’aflatossina B1 (AFB1) e l’emocromatosi primaria. Nel 

90% dei casi di HCC, almeno uno di questi fattori di rischio può essere 

identificato, da solo o in combinazione con altri, e l’associazione con i differenti 

fattore di rischio varia a seconda dell’origine geografica del paziente (4). 

Lo sviluppo di HCC in un fegato con una patologia cronica è un processo 

multistep, noto come epatocarcinogenesi, caratterizzato dall’accumulo 

progressivo di alterazioni genetiche che possono causare crescita cellulare 

aberrante, trasformazione maligna del parenchima cellulare epatico, e 

successivamente invasione vascolare e metastasi (Figura 1). Infezioni da HBV e 

HCV ed esposizione cronica ad alcol sono tra i più comuni epatocarcinogeni 

nell’uomo; la loro presenza è causa di danno al DNA degli epatociti, alterato 

riparo dovuto a necro-infiammazione cronica ed infine rigenerazione tissutale 
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intensiva e fibrogenesi. L’insorgenza di epatocarcinoma è spesso preceduta da 

lesioni preneoplastiche, le quali includono foci e noduli displastici. I foci 

displastici si suddividono in piccoli foci (SCD) caratterizzati da epatociti con un 

diminuito volume citoplasmatico, polimorfismo nucleare ed aumentato rapporto 

nucleo/citoplasma, e grandi foci (LSD) caratterizzati da aumentate dimensioni 

cellulari e nucleari, polimorfismo nucleare con nucleoli prominenti e normale 

rapporto nucleo/citoplasma. I foci SCD hanno un elevato indice proliferativo con 

caratteristiche morfologiche e istologiche simili all’HCC e di frequente danno 

origine a noduli displastici (DN), i qualis vengono considerati come lesioni che 

precedono l’epatocarcinoma a causa della loro frequente associazione con la sua 

insorgenza (5). Al contrario, i foci LCD non presentano caratteristiche comuni 

all’HCC ed è controverso se si possano considerare come lesioni preneoplastiche; 

sembrano piuttosto derivare da epatociti senescenti con un’alterata proliferazione 

cellulare dovuta alla presenza di infiammazione e rigenerazione cronica (6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Meccanimo di epatocarcinogenesi. (Figura da: Teoh, NC. JGH. 
2009. 24:1817-25). 
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Poiché la cirrosi è considerata una lesione epatica preneoplastica, i pazienti 

cirrotici vengono inseriti in standardizzati programmi di screening per 

l’individuazione precoce di HCC; tali programmi prevedono controlli periodici 

(ogni 6 mesi) attraverso esami ecografici e determinazione dei livelli sierici di 

alfa-fetoproteina (AFP), un marcatore circolante di HCC (7). Gli esami ecografici 

hanno un ruolo chiave nella diagnosi dell’HCC, e sempre più spesso questo 

tumore viene diagnosticato quando è ancora asintomatico, in pazienti portatori di 

cirrosi epatica e soggetti a controlli frequenti (8). L’uso della tomografia 

computerizzata e apparecchiature per la risonanza magnetica sempre più 

sofisticate hanno portato ad una maggiore sensibilità e specificità delle tecniche 

diagnostiche dell’HCC. La diagnosi precoce rimane un punto chiave per 

migliorare la prognosi di questo tumore. Identificare la patologia quando sono 

presenti tumori ancora piccoli e asintomatici comporta infatti migliori possibilità 

di trattamento. Determinare accuratamente lo stadio dell’HCC è importante per 

formulare la prognosi e per decidere la terapia migliore. Fattori importanti da 

considerare per il trattamento del tumore sono la grandezza, la multifocalità, la 

gravità di altre patologie epatiche sottostanti e lo stato di salute generale del 

paziente.  

In base allo stadio al quale vengono diagnosticati, gli epatocarcinomi vengono 

suddivisi in tre grandi categorie: HCC precoci, HCC intermedi-avanzati e HCC 

tardivi. Da un punto di vista clinico, lo stadio del tumore considerato precoce è 

caratterizzato dalla presenza di un’unica massa inferiore ai 5 cm di diametro, 

oppure 3 noduli minori di 3 cm di diametro e dalla assenza di invasione vascolare 

e di metastatizzazione. Questi sono i requisiti necessari per poter ricevere 

trattamenti curativi con discrete possibilità di successo. I trattamenti curativi per 
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l’HCC comprendono la resezione chirurgica, l’ablazione percutanea ed il 

trapianto di fegato. Perché sia possibile una resezione chirurgica il paziente deve 

avere una buona funzionalità epatica; in caso questa condizione non sia 

soddisfatta, il miglior trattamento per gli HCC precoci non resecabili è l’ablazione 

percutanea con la quale si ottiene la necrosi del tumore tramite l’iniezione di 

agenti chimici, come l’alcol o l’acido acetico, o mediante l’uso di mezzi fisici 

come la radiofrequenza. Il trapianto è indicato quando le funzioni epatiche sono 

danneggiate, ed il tumore non ha raggiunto i vasi sanguigni con probabilità di aver 

dato metastasi extraepatiche. Teoricamente il trapianto è il miglior trattamento per 

l’HCC poiché permette la rimozione, non solo del tratto epatico invaso, ma anche 

del tessuto circostante che è a rischio di sviluppare un altro cancro. Purtroppo il 

numero di trapianti possibili è limitato dall’alta frequenza degli HCC e dalla 

mancanza di un sufficiente numero di donatori, il che allunga notevolmente i 

tempi di attesa. Durante questi ritardi, la progressione del tumore spesso fa si che 

si esca dai parametri richiesti per il trattamento rendendo il paziente non più 

idoneo per il trapianto. Inoltre, nonostante i trattamenti curativi offrano una 

probabilità di sopravvivenza a 5 anni del 50-70% (9), l’insorgenza di recidiva 

epatica supera il 70% entro i 5 anni ed è causata da tumori meta-cronici che 

insorgono su fegato cirrotico oppure, nel 10-15% dei casi, a siti di disseminazione 

del tumore non diagnosticati dagli studi di imaging pre-operatorio (10). 

In caso di HCC in stadio intermedio (tumore multi-nodulare con assenza di 

invasione vascolare) la chemioembolizzazione (TACE) della massa neoplastica è 

risultato da studi clinici un trattamento in grado di espandere il tempo di 

sopravvivenza medio dei pazienti (da 16 a 20 mesi), ed è considerato lo standard 

di cura (11). L’ostruzione dell’arteria che nutre la zona del fegato sede della 
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massa tumorale, ottenuta con l’iniezione di agenti come la gelatina, arresta il 

flusso ematico nei capillari del tumore, portandolo a necrosi. L’associazione a 

questi agenti con chemioterapici, quali la doxorubicina, aumenta l’azione 

antitumorale.  

In caso di HCC in stadio avanzato (con tumore sintomatico, o invasione 

vascolare o diffusione extra-epatica), l’unico trattamento in grado di incrementare 

la sopravvivenza media dei pazienti (da 7.9 a 10.7 mesi) è il trattamento con 

Sorafenib (12), un multi-inbitore di tirosina cinasi, approvato nel 2006 dalla Food 

and Drug Administration (FDA) come trattamento di prima linea per HCC in 

stadio avanzato. Questo composto inibisce la proliferazione delle cellule 

neoplastiche e l’angiogenesi tumorale in un ampio spettro di tumori. Agisce 

inibendo le cinasi Raf1 e B-Raf, le cinasi dei recettori 1, 2, 3 del fattore di 

accrescimento endoteliale (VEGF) e la cinasi del recettore del fattore di crescita 

di origine piastrinica (PDGF). Attraverso l’inibizione di vie molecolari che 

giocano un ruolo importante nella patogenesi dell’epatocarcinoma, il Sorafenib è 

probabilmente in grado di ritardare la progressione tumorale portando ad un 

beneficio in termini di sopravvivenza. Oltre al Sorafenib, il trattamento dell’HCC 

con convenzionali agenti chemiotrapici è poco efficace e causa pesanti effetti 

tossici collaterali dovuti alla funzionalità epatica compressa a causa della 

sottostante patologia epatica. 

La prognosi di HCC tardivi è molto infausta (3-4 mesi) ed al momento attuale 

non esistono trattamenti efficaci, ma solo cure palliative (Figura 2). 

A fronte della scarsa efficacia della chemioterapia sistemica degli HCC con i 

farmaci attualmente a disposizione e dell’altà incidenza di recidiva epatica in 

pazienti curativamente trattati per epatocarcinoma, si evidenzia l’urgenza di 
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individuare nuovi bersagli molecolari e di sviluppare nuovi trattamenti per 

l’epatocarcinoma umano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Trattamenti di epatocarcinomi in differenti stadi di 
progressione. Per ogni stadio è indicato lo standard di cura stabilto dalle linee 
guida. 

 
 
1.1.1 Classificazione molecolare del carcinoma epatocellulare 

 
Lo sviluppo di epatocarcinoma in un fegato affetto da una patologia cronica è 

un processo multifattoriale caratterizzato dall’accumulo progressivo di alterazioni 

genetiche ed instabilità cromosomica. Nell’ultima decade numerosi studi sono 

stati pubblicati nel tentativo di identificare firme molecolari di espressione genica 

nell’epatocarcinoma. Tali studi risultano però altamente eterogenei dal punto di 

vista dell’individuazione di un profilo comune di alterazioni genetiche, rendendo 

difficile la definizione di una firma molecolare ‘signature’ di questo tumore. 

Analizzando contemporaneamente questi studi di profiling, l’elemento più 

significativo che emerge è la frequente sovraespressione di geni coinvolti nella 
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proliferazione cellulare e nella promozione della mitosi; gli HCC individuati da 

tale signature vengono definiti come ‘gruppo proliferativo’ e sono caratterizzati 

da una prognosi più infausta. In tale raggruppamento spiccano inoltre una serie di 

consistenti riarrangiamenti genetici, associati ad una diminuita sopravvivenza del 

paziente indipendentemente dall’eziologia del tumore. Alla luce di queste 

osservazioni sembra ragionevole dedurre che elementi quali aumentata 

proliferazione degli epatociti, incrementato indice mitotico e disregolazione di 

geni modulatori del ciclo cellulare siano sinergicamente coinvolti nel processo di 

epatocarcinogenesi (6).  

Lo studio di Laurent-Puig e Zucman-Rossi (13) suddivide in due gruppi 

principali le alterazione genetiche identificate in tessuti di HCC. Il primo gruppo 

di alterazioni è specifico dei fattori di rischio associati al tumore, quali 

integrazione genomica del virus dell’epatite B, mutazioni nel gene 

oncosoppressore p53 successive all’esposizione prolungata all’aflatossina, 

mutazioni nell’oncogene KRAS dovute all’esposizione al cloruro di vinile, e 

mutazioni della linea germinale predisponenti all’epatoblastoma. Il secondo set di 

alterazioni genetiche è indipendente dall’eziologia dell’HCC ed include 

acquisizione o perdita cromosomica, alterazioni di p53, attivazione della via di 

WNT/β-catenina, attivazione dei geni RB1, p16 ed IGFR2 (recettore per il fattore 

di crescita 2 dell’insulina). Un’esaustiva analisi di queste alterazioni genetiche ha 

consentito di definire due differenti percorsi molecolari di epatocarcinogenesi in 

accordo alla presenza o meno di instabilità cromosomica. Tumori scarsamente 

differenziati ed HBV positivi fanno parte del gruppo di tumori ad alta instabilità 

cromosomica, associati a mutazioni di p53, mentre tumori ben differenziati e 
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HBV negativi sono stati  associati ad assenza di instabilità cromosomica ed 

attivazione della via di β-catenina (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Principali pathway molecolari di epatocarcinogenesi. Gli HCC 
vengono raggruppati in base alle alterazioni genetiche ed in relazione ai 
parametri clinici. Le linee che uniscono i rettangoli indicano una correlazione 
significativa. LOH: perdita di eterozigosi. (Figura da: Laurent-Puig, P. and 
Zucman-Rossi, J. Oncogene. 2006. 25:3778-86). 

 

 
Un’ulteriore classificazione molecolare dell’epatocarcinoma è stata eseguita 

da Chaing et al (14), ed ha consentito di individuare cinque classi di espressione 

genica che raggruppano univocamente i tessuti di HCC in stadio precoce ed HCV 

positivi. In aggiunta, la combinazione di tali profili di espressione con analisi di 

mutazioni, analisi immunoistochimiche e lo studio di pathway molecolari ha 

consentito di associare tre di queste cinque classi di espresione genica ad 

alterazioni di pathway di trasduzione del segnale già noti in letteratura. Ad 

esempio nella classe con alto indice di proliferazione è stata osservata 

un’aumentata fosforilazione di IGF-IR, AKT e RPS6, facendo supporre che 
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l’attivazione di molecole ad attività tirosina cinasica potesse essere l’elemento 

scatenante dell’elevata proliferazione osservata in questo sottogruppo di tumori. 

Alla luce della significativa concordanza con altri studi di espressione, queste 

cinque classi potrebbero quindi essere utilizzate per la stratificazione dei pazienti 

nei futuri trials clinici e per l’individuazione di potenziali target per la terapia 

molecolare. Gli studi di classificazione molecolare possiedono quindi 

un’importante rilevanza clinica poiché potrebbero portare all’identificazione di 

marcatori utili per la diagnosi precoce del tumore, per predire la prognosi o per 

identificare nuovi bersagli terapeutici. 

Il recente studio di Ladeiro et al (15) ha integrato la classificazione 

molecolare dell’epatocarcinoma basata sulle alterazione geniche con lo studio dei 

profili di espressione dei microRNA, al fine di individuare associazioni tra 

mutazioni in oncogeni/geni oncosoppressori e caratteristiche clinico-patologiche. 

L’analisi di profiling dei microRNA ha consentito di classificare univocamente i 

campioni in esame in gruppi ben separati tra loro e contraddistinti da 

caratteristiche istologiche (tumore/non tumore, tumore benigno/maligno), 

caratteristiche cliniche (infezione da HBV, consumo di alcol) e mutazioni in 

oncogeni/geni oncosoppressori (β-catenina, fattore epatico nucleare 1 (HFN1)). 

Tale studio dimostra che l’epatocarcinoma possiede distinti profili di espressione 

dei microRNA, i quali sono in relazione al grado di malignità, ai fattori di rischio 

ed alle alterazioni geniche e fornisce una nuova ipotesi per comprendere l’impatto 

funzionale della deregolazione dei microRNA nella tumorigenesi epatica e per il 

loro utilizzo come marcatori diagnostici. 
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1.2 I microRNA 

 
I microRNA (miRNA) sono delle piccole molecole di RNA non codificante, 

della lunghezza di 19-22 nucleotidi, sono espressi in un numero molto elevato di 

organismi, incluso l’Homo Sapiens, sono filogeneticamente molto conservati, e 

possiedono un’elevata specificità di tessuto e dei vari stadi di sviluppo. E’ stato di 

recente dimostrato il ruolo cruciale dei microRNA nella regolazione di importanti 

processi fisiologici, quali lo sviluppo, la proliferazione, il differenziamento, 

l’apoptosi e la risposta a differenti segnali extracellulari e di stress. 

La scoperta dei microRNA è piuttosto recente, risale infatti al 1993 quando un 

piccolo RNA codificato dal locus lin-4 fu associato al tempo di sviluppo del 

nematode Caenorhabditis elegans, attraverso la modulazione della proteina lin-

14.1 (16); ma è solo negli ultimi anni che i miRNA sono entrati a far parte del 

complesso circuito della biologia cellulare, rivelando il loro ruolo chiave come 

modulatori dell’espressione genica.  

Analisi computazionali indicano che i geni che codificano per i microRNA 

rappresentano approssimativamente l’1% del genoma delle differenti specie, e che 

ognuno di loro possiede sequenze conservate o non conservate in centinaia di 

differenti geni bersaglio: è stato stimato infatti che circa il 30% dei geni sono 

regolati da almeno un microRNA (17). Al momento attuale, centinaia di miRNA 

sono stati predetti in animali, piante e virus attraverso differenti approcci (18), tra 

cui metodi sperimentali (19), approcci computazionali (20) ed analisi di sequenze 

genomiche ed EST (21, 22). Ad oggi sono stati individuati e validati 

sperimentalmente 721 miRNA umani, come riportato dal database dei microRNA, 

miRBase (http://www.mirbase.org).  
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La maggior parte dei geni che codificano per i microRNA hanno isoforme 

multiple (paraloghi) che sono probabilmente il risultato della duplicazione genica; 

per esempio il genoma umano possiede 12 loci per la famiglia del miRNA let-7. I 

geni paraloghi hanno spesso una sequenza identica nella porzione 5’ relativa alle 

posizioni nucleotidiche 2-7. Poiché questi sei nucleotidi ‘seed sequence’ sono 

cruciali per l’appaiamento con l’mRNA bersaglio, si pensa che i geni paraloghi 

agiscano in maniera ridondante. In realtà, essendo anche la porzione 3’ dei 

miRNA importante per l’appaiamento con l’mRNA bersaglio, e poiché questi 

miRNA hanno spesso pattern di espressione differenti, membri della famiglia con 

la stessa ‘seed sequence’ possono avere ruoli distinti in vivo (23). 

Approssimativamente il 50% dei loci dei miRNA nei mammiferi sono in stretta 

vicinanza con altri miRNA e spesso questi cluster di microRNA sono trascritti 

come singola unità trascrizionale (TU) policistronica (24); nonostante esistano 

casi eccezionali nei quali tali microRNA vengono individualmente trascritti da 

promotori separati. Alcuni microRNA sono generati da TU non codificanti, 

mentre altri sono all’interno di TU codificanti proteine. Approssimativamente il 

40% dei loci dei miRNA sono localizzati in regioni introniche di TU non 

codificanti, mentre il 10% è situato in regioni esoniche. I loci dei miRNA che si 

trovano in TU codificanti proteine sono localizzati generalmente in regioni 

introniche, le quali rappresentano il 40% di tutti i loci dei microRNA (Figura 3). 

Alcuni loci di miRNA vengono definiti ‘misti’, poiché la loro localizzazione è 

intronica o esonica a seconda del pattern di splicing (25).  
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Figura 3. Localizzazione genomica e struttura dei microRNA. (Figura da: 
Kim, VN. Nat Rev Mol Cell Biol. 2009. 10: 126-39). 

 

 
1.2.1 Biogenesi e ruolo biologico dei microRNA 

 
La maggior parte dei microRNA viene trascritta dalla RNA polimerasi II (Pol 

II) (24, 26), sebbene un minor gruppo di miRNA associati a sequenze ripetute 

(Alu) può essere trascritto dalla RNA polimerasi III (27). Un ampio numero di 

fattori di trascrizione associati alla Pol II controllano la trascrizione genica dei 

microRNA, consentendone una fine regolazione in specifiche condizioni e tipi 

cellulari (28). I microRNA vengono codificati sotto forma di lunghi trascritti 

primari caratterizzati da una complessa struttura a forcina (pri-miRNA) e sono 

processati nel nucleo dalla RNasi III Drosha a formare un microRNA precursore 

(pre-miRNA) della lunghezza di 70-100 nucleotidi. Queste molecole precursore 

vengono esportate, attraverso un meccanismo mediato dall’Esportina 5, dal 

nucleo al citoplasma dove un ulteriore step di maturazione mediato dall’RNasi III 
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Dicer genera un RNA a doppio filamento (dsRNA) della lunghezza di circa 22 

nucleotidi, chiamato dsmiR/miR*. Tale dsRNA viene successivamente legato 

dalla proteina Argonaute (Ago) ed incorporato nel complesso proteico noto come 

‘complesso che induce il silenziamento di RNA’ (RISC). A questo punto, uno dei 

due filamenti (filamento guida o miRNA) rimane legato ad Argonaute e costituirà 

il miRNA maturo, mentre l’altro filamento (filamento passeggero o miRNA*) 

sarà sottoposto a degradazione da parte di un enzima con attività di elicasi. La 

stabilità termodinamica di entrambe le estremità del dsRNA è fondamentale nella 

determinazione di quale sarà il filamento guida (29, 30). All’interno del 

complesso proteico del RISC il miRNA maturo è in grado di appaiarsi a sequenze 

complementari presenti nella regione 3’UTR di RNA messaggeri (mRNA) e di 

regolarne l’espressione genica a livello post-trascrizionale. La regolazione da 

parte dei miRNA avviene attraverso due differenti meccanismi d’azione che 

variano a seconda della complementarietà della basi tra il microRNA ed il suo sito 

bersaglio. Quando vi è il 100% di complementarietà, meccanismo che avviene più 

di frequente nelle piante, l’appaiamento del microRNA determinerà la 

degradazione dell’mRNA; viceversa, quando la complementarietà delle basi è 

imperfetta, meccanismo che avviene più di frequente negli animali, l’appaiamento 

del microRNA al suo sito bersaglio porterà più probabilmente al blocco della 

traduzione, senza la degradazione dell’mRNA (Figura 4).  
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Figura 4. Biogenesi, processazione e maturazione dei microRNA (miR). 
(Figura da: Iorio, MV et al. J Clin Oncol. 2009. 27:5848-5856). 

 
Il pattern di espressione dei microRNA è regolato durante lo sviluppo ed è 

generalmente tessuto specifico. Alcuni miRNA sono molto abbondanti, più di 

10000 copie per cellula (31), mentre altri sono scarsamente rivelabili con tecniche 

di ibridazione all’RNA totale (32). Esistono, infatti, microRNA organo-specifici 

come il miR-122 nel fegato ed il miR-124 nel cervello che non presenti in altri 

tessuti, mentre vi sono miRNA particolarmente abbondanti in un tessuto, come ad 

esempio il miR-1 nel tessuto muscolare scheletrico (33), che possono tuttavia 

essere ritrovati anche in altri tessuti. L’elevata conservazione di questi microRNA 
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organo-specifici tra le varie specie animali suggerisce che essi potrebbero giocare 

un ruolo ben preciso e filogeneticamente conservato nella costituzione e/o 

mantenimento di un tipo cellulare o tissutale di un determinato organo. A questo 

proposito, è interessante notare che i miRNA sono stati individuati solo in 

organismi multicellulari, mentre sono assenti in organismi unicellulari, e 

potrebbero perciò essere essenziali per il differenziamento dei vari tipi di tessuto e 

per il mantenimento dello stato differenziativo. Vi sono infatti evidenze 

sperimentali che dimostrano l’importanza dei miRNA nello sviluppo precoce e 

tardivo dei vertebrati (34). Negli ultimi anni sta quindi diventando sempre più 

rilevante l’importanza dei microRNA nel controllo dello sviluppo, della fisiologia 

e della patologia animale.  

A questo riguardo, l’individuazione e la caratterizzazione dei bersagli e dei 

pathway molecolari regolati dai miRNA rappresenta uno step fondamentale per 

far luce sull’ampio spettro di azioni biologiche esercitate dai microRNA. A fianco 

dell’analisi genetica, è quindi necessario eseguire un’accurata analisi 

computazionale ed una successiva analisi funzionale in vitro. L’analisi in silico 

prevede l’utilizzo di algoritmi bioinformatici quali TargetScan 

(http://genes.mit.edu/targetscan/), PicTar (http://pictar.bio.nyu.edu/) e miRanda 

(http://cbio.mskcc.org/cgi-bin/mirnaviewer/mirnaviewer.pl) che vengono 

utilizzati per la predizione dei target biologici dei microRNA. Tali algoritmi si 

basano su programmi di allineamento che consentono di individuare sequenze 

conservate di 7-8 nucleotidi con un’elevata complementarietà alle ‘seed sequence’ 

dei miRNA ed un’alta stabilità termodinamica, con punteggi che variano da 0 a 

100, dove 0 rappresenta nessuna complementarietà e 100 perfetta 

complementarietà. L’analisi in silico dovrà essere successivamente affiancata da 
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un’analisi funzionale in vitro, al fine di dimostrare l’effettiva regolazione dei geni 

bersaglio da parte dei miRNA, e da studi con geni reporter al fine di dimostrare 

l’interazione diretta tra il miRNA ed il sito complementare presente nel 3’UTR 

dell’mRNA bersaglio. 

 

1.2.2 MicroRNA e cancro 

 
L’identificazione di due microRNA, miR-15a e miR-16a, localizzati in una 

regione di delezione di 30 kb nel cromosoma 13q14, individuata nel 50% delle 

leucemie linfatiche croniche (CLL) (35), è stata una delle prime indicazioni del 

possibile coinvolgimento dei microRNA nella tumorigenesi umana.  

Dopo questa prima evidenza sperimentale, è stata riportata la correlazione tra 

le posizioni genomiche di un largo numero di miRNA e regioni genomiche 

cancro-associate (36). In questo studio sono stati mappati 186 geni di miRNA ed è 

stato osservato che la loro distribuzione non è casuale ed omogenea tra i vari 

cromosomi; infatti, circa il 50% dei loci analizzati risultano localizzati in cluster, 

con una media di 2.5 geni per cluster. Circa il 20% dei miRNA analizzati sono 

stati associati a siti fragili del genoma umano (Figura 5) o siti di integrazione del 

Papilloma Virus Umano (HPV). Molte evidenze sperimentali supportano la 

correlazione tra siti fragili e l’instabilità del DNA nelle cellule cancerose. Infatti, i 

siti fragili sono siti preferenziali per scambi di cromatidi fratelli, traslocazioni, 

delezioni, amplificazioni o integrazioni di virus associati a tumori come l’HPV.  
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Figura 5. Correlazione tra siti fragili e microRNA. Cariotipo umano dove 
sono mostrati 113 siti fragili e 186 microRNA. I miRNA che sono co-
localizzati con i siti fragili sono in rosso. Le frecce rosse mostrano i siti fragili 
osservati più di frequente nei tumori umani. (Figura da: Calin, GA et al. 
PNAS. 2004. 101:2999-3004). 
 
 
Oltre all’associazione con i siti fragili, i geni dei microRNA possono essere 

coinvolti nel processo di tumorigenesi attraverso altri meccanismi, quali 

mutazione puntiforme, delezione, amplificazione, traslocazione o modificazioni 

epigenetiche. Circa il 50% dei 186 miRNA analizzati sono stati individuati 

all’interno di regioni genomiche associate al cancro (CAGRs), tra cui regioni 

minime di perdita di eterozigosi (LOH), nelle quali sono frequentemente ritrovati 

geni oncosoppressori (TS), o regioni minime di amplificazione, dove sono spesso 

localizzati oncogeni (OG). Da tale analisi risulta perciò evidente che i microRNA 
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possono comportarsi da oncogeni o geni oncosoppressori e, sorprendentemente, lo 

stesso miRNA può comportarsi da TS od OG a seconda del tipo di alterazione, 

tipo cellulare o regolazione trascrizionale/post-trascrizionale di geni target; infatti, 

specifici miRNA sono stati infatti ritrovati sia in regioni di delezione che di 

amplificazione a seconda del tipo di tumore analizzato.  

Per quanto riguarda le modificazioni epigenetiche, quali alterata 

metilazione/acetilazione del DNA, un’estensiva analisi genomica delle sequenze 

geniche che codificano per i miRNA ha evidenziato che circa il 50% dei loci sono 

associati con isole CpG (37), facendo supporre che un alterato stato di metilazione 

potrebbe essere responsabile della deregolazione di miRNA nei tumori (38).  

Alla luce del meccanismo d’azione dei miRNA, la loro deregolazione 

potrebbe causare un ‘collasso post-trascrizionale’, ovvero la misregolazione 

contemporanea di molteplici TS ed OG che possiedono sequenze complementari a 

quella del miRNA in questione (39). L’effetto globale in caso di inattivazione di 

un miRNA sarà la sovraespressione dei suoi geni target, mentre la sua attivazione 

porterà alla sottoespressione di centinaia di geni bersaglio. Qualora i geni target 

dei miRNA deregolati siano coinvolti nella regolazione di importanti processi 

biologici come apoptosi, ciclo cellulare, invasività od angiogenesi, vi sarà un 

aumentato rischio di crescita incontrollata e di sviluppo dei tumori (Figura 6). In 

aggiunta, essendo un singolo miRNA in grado di regolare l’espressione genica di 

centinaia di geni bersaglio, la sua alterata espressione cellulare porterà alla 

deregolazione di numerosi pathway molecolari che potrebbero contribuire, 

separatamente o sinergicamente, all’instaurarsi di un fenotipo cellulare di natura 

maligna. 
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Figura 6. Meccanismi di deregolazione dei microRNA nei tumori umani. 
(Figura da: Calin, GA et al. PNAS. 2004. 101:2999-3004). 

 
 

In aggiunta, l’individuazione di differenti profili di espressione dei microRNA 

nel tessuto neoplastico rispetto alla sua controparte normale conferma l’ipotesi di 

un probabile coinvolgimento dei miRNA nello sviluppo e nella progressione 

tumorale. Nello studio di Volinia et al (40), un’analisi di microarray di microRNA 

su 540 campioni provenienti da diversi tipi tumorali (polmone, mammella, 

stomaco, prostata, colon e pancreas) ha consentito di individuare una signature di 

microRNA in grado di accomunare tra loro differenti tumori solidi. A conferma 

della significatività di questo studio, la variazione di espressione dei miRNA della 

signature risulta spesso univoca tra i vari tipi di cancro, suggerendo un 

meccanismo comune di coinvolgimento dei miRNA nella tumorigenesi umana. In 

aggiunta, all’interno di questa signature sono stati ritrovati miRNA di cui era già 

nota l’associazione con altri tumori umani, tra cui miR-17-5p, miR-20a, miR-21, 

miR-92, miR-106a, e miR-155, ed i bersagli molecolari di questi miRNA 

risultano significativamente arricchiti di TS ed OG. Tali dati suggeriscono il forte 
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coinvolgimento dei microRNA nella patogenesi dei tumori solidi e supportano la 

funzione dei miRNA come geni tumorali sia di natura dominante che recessiva. 

E’ stato inoltre dimostrato il ruolo dei microRNA non solo nelle fasi iniziali di 

sviluppo dei tumori primari, ma anche nelle fasi di progressione e 

metastatizzazione della malattia. Infatti, numerose evidenze sperimentali 

mostrano il coinvolgimento dei miRNA nella regolazione di processi biologici 

che portano all’acquisizione del potenziale metastatico, tra cui l’adesione, 

l’invasione, la migrazione, la transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) e 

l’angiogenesi (41, 42).  

I microRNA possono quindi essere considerati a tutti gli effetti come dei veri 

e propri oncogeni o geni oncosoppressori, ed attualmente è stato ampiamente 

riportato il loro coinvolgimento in tutte le fasi di sviluppo di un tumore umano. 

 

1.2.3 MicroRNA ed epatocarcinoma  

 
Ad oggi numerosi studi riportano l’analisi dei profili di espressione dei 

microRNA nell’epatocarcinoma umano ed in modelli sperimentali di HCC (43-

49). Questi studi riportano l’espressione aberrante di specifici microRNA nelle 

cellule o nei tessuti di HCC se confrontati ad epatociti o tessuti di natura non 

maligna. Tra i microRNA sovraespressi nell’HCC sono stati riportati il miR-21, i 

miR-221/222 ed il miR-224, mentre tra i miRNA sottoespressi nel tumore vi sono 

il miR-122, il miR-145, il miR-34a ed il miR-199a. Da notare il fatto che, 

nonostante l’eterogeneità dell’HCC legata ai numerosi fattori di rischio, alcuni 

miRNA aberrantemente espressi sono stati ritrovati da più gruppi di ricerca, 

avvalorando il loro ruolo bio-patologico ed il loro coinvolgimento nel processo di 
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epatocarcinogenesi, indipendentemente dai meccanismi di trasformazione degli 

HCC analizzati.  

Per quel che riguarda l’eziologia ed i fattori di rischio dell’HCC, numerosi 

studi riportano la deregolazione di specifici miRNA in fegati cirrotici ed in fegati 

affetti da epatiti virali. Nello studio di Jiang et al (50) è stata riportata 

un’associazione tra gli aumentati livelli di espressione di numerosi miRNA e la 

co-presenza di cirrosi ed infezioni da virus dell’epatite. In accordo con tali dati, 

sono stati individuati miRNA differenzialmente espressi in pazienti con HCC in 

base al tipo di infezione virale sottostante, HBV o HCV. Un’analisi 

computazionale dei geni target dei miRNA associati all’infezione virale ha inoltre 

messo in evidenza l’attivazione di pathway relativi alla morte cellulare, al danno 

al DNA, alla ricombinazione in fegati infetti da HBV e, viceversa, all’attivazione 

di pathway connessi alla risposta immunitaria, al ciclo cellulare, alla proteolisi ed 

al metabolismo lipidico in fegati infetti da HCV (51). 

Relativamente al coinvolgimento dei miRNA nei diversi stadi della 

progressione tumorale dell’HCC, Murakami et al (43) ha mostrato una 

correlazione tra i miR-222, miR-106a, miR-92, miR-17-5p, miR-20 e miR-18 ed 

il grado di differenziamento degli HCC, suggerendo un coinvolgimento di un 

ristretto numero di miRNA nella progressione della patologia. In accordo con 

questo dato, Budhu et al (47) ha riportato una signature di 20 miRNA in grado di 

distinguere i tessuti di HCC primario con metastasi venose dai tumori solitari 

privi di metastasi. In aggiunta, un’analisi predittiva ha rivelato che la maggior 

parte dei 20 miRNA di questa signature sono associati con la sopravvivenza dei 

pazienti. Tali 20 miRNA potrebbero quindi rappresentare un semplice metodo di 

profiling diagnostico/prognostico in grado di identificare pazienti con HCC che 



 29

probabilmente svilupperanno metastasi e/o recidiva epatica. Un altro studio ha 

riportato differenti profili di espressione tra l’epatocarcinoma ed il 

colangiocarinoma, un tumore epatico delle vie biliari, dato che sottolinea 

l’importanza dei miRNA come nuovi marcatori molecolari e come utili strumenti 

per definire il fenotipo clinico di un tumore epatico primario (52). 

Allo scopo di caratterizzare il ruolo biologico e funzionale dei singoli miRNA 

nel processo di epatocarcinogenesi sono stati individuati alcuni dei pathway 

molecolari modulati da singoli miRNA deregolati nell’HCC. Uno dei miRNA 

maggiormente caratterizzato nell’HCC è il microRNA epatospecifico, miR-122, il 

quale rappresenta il 70% di tutti i miRNA espressi nel fegato ed è sottoespresso 

nella maggior parte degli HCC sia umani che murini. La sua deregolazione 

provoca importanti conseguenze su varie funzioni epatiche, infatti tra i suoi target 

molecolari sono inclusi numerosi geni relativi al fenotipo degli epatociti adulti, al 

metabolismo lipidico (53) ed alla sintesi del colesterolo (54); tali dati fanno 

ipotizzare una correlazione tra la diminuita espressione del miR-122 nell’HCC e 

la perdita del differenziamento epatico delle cellule tumorali. In aggiunta, Jopling 

et al (55) hanno dimostrato che il miR-122 è in grado di legarsi alla regione 

5’UTR dell’RNA del virus dell’HCV, regione conservata in tutti e sei i genotipi 

virali, suggerendo che il miR-122 è un elemento essenziale per la replicazione del 

virus negli epatociti. E’ stato infatti dimostrato che l’inattivazione funzionale del 

miR-122 porta all’80% di riduzione della replicazione virale; facendo ipotizzare 

che la perdita del miR-122 nell’HCC potrebbe aumentare la resistenza delle 

cellule cancerose alla replicazione dell’HCV. 

Un secondo miRNA che sembra giocare un ruolo chiave nel processo di 

epatocarcinogenesi è il miR-21; analisi di microarray dimostrano infatti che tale 
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miRNA è spesso sovraespresso nei tumori e nelle linee cellulari di HCC. Lo 

studio di Meng et al (44) ha individuato il gene oncosoppressore PTEN tra i 

bersagli molecolari del miR-21. Analisi in vitro, mostrano come la sua inibizione 

sia associata ad un’aumentata espressione di PTEN e porti ad una diminuita 

proliferazione ed invasione delle cellule tumorali. L’inibizione del miR-21 induce 

inoltre un’alterata espressione delle metallo-proteinasi 2 e 9, entrambi mediatori a 

valle di PTEN con un noto ruolo nei processi di migrazione ed invasione 

cellulare. Tali dati suggeriscono che l’aberrante espressione del miR-21 possa 

contribuire alla crescita ed alla diffusione dell’HCC attraverso la modulazione 

dell’espressione di PTEN e dei pathway PTEN-dipendenti coinvolti nella 

modulazione delle caratteristiche fenotipiche delle cellule cancerose, quali 

proliferazione, migrazione ed invasione. 

Un altro miRNA coinvolto nella progressione e diffusione tumorale dell’HCC 

è il miR-34a, un bersaglio trascrizionale di p53 che risulta deleto in numerosi tipi 

di tumore umano. Oltre a bersagli molecolari coinvolti nella progressione del 

ciclo cellulare, il miR-34a regola l’espressione dell’oncoproteina c-Met, un 

recettore con attività di tirosina cinasi attivato dal legame del fattore di crescita 

epatico (HGF) in grado di indurre la fosforilazione di molecole responsabili della 

traduzione del segnale, quali ERK1/2, e che rappresentano fattori chiave nella 

regolazione dell’invasione e della migrazione tumorale. Lo studio di Li et al (42) 

ha riportato una significativa diminuzione dell’espressione del miR-34a nella 

maggior parte dei tessuti di HCC rispetto all’adiacente fegato sano ed una 

correlazione inversa tra il miR-34a ed i livelli di espressione del’oncoproteina c-

Met. In aggiunta, bassi livelli di miR-34a correlano positivamente con la 

mestatizzazione e l’invasione vascolare del tumore e studi in vitro mostrano una 



 31

diminuita capacità migratoria ed invasiva delle cellule tumorali in seguito 

all’espressione ectopica del miR-34a, in maniera c-Met dipendente. Da notare che 

un secondo miRNA diminuito nella maggior parte degli HCC (50), miR-199a-3p, 

è in grado di regolare l’espressione dell’oncogene c-Met (56); tale dato suggerisce 

che più miRNA deregolati in un tumore possono modulare sinergicamente il 

medesimo gene bersaglio, portando ad una forte alterazione del pathway 

molecolare a valle del gene target e favorendo il processo di progressione 

tumorale. 

Presi insieme, tutti questi studi dimostrano il ruolo chiave dei microRNA nei 

diversi stadi di iniziazione e progressione dell’epatocarcinoma e pongono le basi 

per lo sviluppo di nuovi trattamenti terapeutici per l’HCC. A tale scopo, la 

ricostituzione di miRNA sottoespressi od il silenziamento di miRNA sovraspressi 

nelle cellule cancerose rappresenta un promettente tool terapeutico per la terapia 

genica del cancro, ed offre la possibilità di modulare il fenotipo tumorale maligno 

regolando contemporaneamente più di un gene target. A tal proposito, il fegato 

risulta estremamente ricettivo nell’assorbimento di oligonucleotidi somministrati 

periferalmente, e rappresenta perciò un organo ideale per la terapia genica. 

Inoltre, efficienti vie per la somministrazione selettiva di farmaci direttamente 

all’interno dell’arteria che alimenta il nodulo tumorale sono state sviluppate e 

routinariamente utilizzate nella pratica clinica, consentendo una maggiore 

efficacia e minore tossicità sistemica dei trattamenti somministrati. 
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1.2.4 MicroRNA e clinica: diagnosi, prognosi e nuovi trattamenti 

 
Le evidenze sperimentali raccolte sino ad oggi dimostrano che i microRNA 

possono rappresentare dei validi marcatori diagnostici e prognostici nei tumori 

umani. L’espressione aberrante dei miRNA nei differenti tipi di tumore è stata 

infatti correlata a specifiche caratteristiche bio-patologiche, all’esito della malattia 

ed alla risposta a trattamenti farmacologici. 

• Ruolo diagnostico dei microRNA 

L’analisi dei profili di espressione dei miRNA in un elevato numero di 

campioni tumorali ha recentemente mostrato il potenziale diagnostico delle firme 

molecolari dei microRNA nell’individuazione di un determinato fenotipo 

tumorale (40, 57). Nello studio di Fulci et al (58) sono stati ad esempio analizzati 

campioni provenienti da pazienti con leucemia acuta ed in essi sono stati 

individuati distinti pattern di espressione dei miRNA corrispondenti a differenti 

meccanismi di trasformazione tumorale. In questo studio l’utilizzo dei profili di 

espressione dei miRNA è risultato perciò un ottimo strumento per stabilire la 

corretta diagnosi di pazienti con tumori poco differenziati ed altrimenti non 

diagnosticabili dalla sola analisi isto-patologica. 

• Ruolo prognostico dei microRNA 

L’utilità dei profili di espressione dei miRNA è al momento evidente per la 

prognosi di alcuni tipi di neoplasia; ad esempio nella leucemia linfatica cronica 

(CLL) e nel tumore del polmone specifiche signature di espressione sono state 

associate ad una prognosi di tipo favorevole o sfavorevole (58-60). Nello studio 

condotto da Takamizawa et al (61) è stato dimostrato che 143 casi di tumore del 

polmone possono essere classificati in due grandi gruppi in base alla sola 
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espressione del microRNA let-7, ed in aggiunta è stata osservata una correlazione 

tra bassi livelli di let-7 ed una significativa diminuzione del tempo di 

sopravvivenza dei pazienti. Sorprendentemente, i livelli di espressione di let-7 

sono risultati un più potente fattore di predizione rispetto all’età, all’istologia del 

tumore ed al fumo. Una possibile spiegazione molecolare a questa correlazione 

proviene dallo studio di Johnson et al (62) nel quale è stata riportata la 

correlazione tra let-7 e l’oncogene RAS, un noto marcatore prognostico di 

pazienti con tumore al polmone. Un’ulteriore prova a sostegno del ruolo pro-

oncogenico di let-7 nel cancro del polmone proviene da studi funzionali in vitro, 

nei quali la ri-espressione di let-7 in linee cellulari ha portato all’inibizione di 

pathway coinvolti nella proliferazione cellulare (63). 

• Ruolo dei microRNA nella resistenza a trattamenti farmacologici 

Uno dei più importanti fattori che influisce sulla probabilità di sopravvivenza 

di pazienti con neoplasia è la resistenza ai trattamenti terapeutici ed a questo 

riguardo lo sviluppo di approcci farmacolgici efficaci è uno step necessario per la 

terapia dei differenti tipi di cancro.  

In base alla loro tossicità specifica contro le cellule maligne, diverse forme 

ricombinanti di TRAIL risultano tra i più promettenti agenti anti-tumorali basati 

sull’induzione di apoptosi di cellule cancerose. Nonostante questo, molte cellule 

tumorali umane risultano resistenti all’apoptosi indotta dal TRAIL ed inoltre il 

meccanismo di tale resistenza è ad oggi ancora poco chiaro. Lo studio condotto da 

Garofano et al (64) ha dimostrato che i miR-221/222, attraverso la regolazione dei 

due target molecolari PTEN e TIMP3, inducono la resistenza al trattamento con 

TRAIL ricombinante ed aumentano la migrazione cellulare in seguito 

all’attivazione del pathway di AKT e delle metallopeptidasi. Tali microRNA 
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risultano sovraespressi in numerosi tipi di cancro tra cui l’epatocarcinoma ed il 

tumore del polmone (NSCLC) se confrontati con i rispettivi tessuti sani. Tale 

studio dimostra che l’alta espressione dei miR-221/222 è indice di resistenza al 

trattamento con TRAIL in questi due tipi di tumore, e conferma precedenti 

evidenze sperimentali nelle quali veniva ipotizzata l’associazione tra un numero 

ristretto di microRNA e la sensibilità delle cellule tumorali alla morte cellulare 

farmaco-indotta. In particolare, la stratificazione tumorale sulla base dei livelli di 

espressione di miR-221/222 potrebbe essere uno strumento prognostico utile per 

predire la resistenza o la sensibilità al trattamento con TRAIL. In aggiunta, 

l’utilizzo di microRNA come innovativo trattamento terapeutico, potrebbe non 

solo sensibilizzare le cellule tumorali all’apoptosi farmaco-indotta (64, 65), ma 

anche inibirne la sopravvivenza, la proliferazione e la capacità invasiva. 

E’ stato inoltre dimostrato che alcuni microRNA possono modulare la 

sensibilità alla radioterapia, come di recente riportato da Slack et al (66) nel 

cancro del polmone; la ri-espressione di let-7 è infatti in grado di sopprimere la 

resistenza alla radioterapia, probabilmente attraverso la regolazione dell’oncogene 

RAS. Tali dati offrono le basi sperimentali per l’uso dei microRNA come nuovi 

target terapeutici in associazione con i tradizionali trattamenti anti-tumorali.  

• Ruolo dei microRNA come target terapeutici 

Considerata l’importanza dei microRNA nello sviluppo, progressione e 

trattamento del cancro, il loro potenziale utilizzo nella terapia tumorale è al 

momento attuale oggetto di studio di numerosi gruppi di ricerca. Lo scopo è 

quello di modularne l’espressione introducendo miRNA sottoespressi nel cancro o 

inibendo l’espressione di oncomiR tramite molecole antagoniste. Il razionale 

teorico per il loro utilizzo si basa sul fatto che i miRNA sono molecole endogene 
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con azione di antisenso in grado di regolare l’espressione di numerosi geni 

coinvolti nella sopravvivenza, proliferazione e differenziamento delle cellule 

eucariote. 

Lo sviluppo di molecole simili ai microRNA ma con una più elevata emivita 

ed aumentatat efficacia in vivo, quali oligonucleotidi modificati utilizzando acidi 

nucleici con struttura ad anello (LNA) (67), oligonucleotidi anti-miR (AMO) (68) 

e ‘antagomirs’ coniugati a molecole di colesterolo (54), è stato il primo passo 

nella traslazione dei progressi scientifici dell’ultimo decennio all’interno della 

pratica clinica. Attualmente i due principali ostacoli all’utilizzo di queste 

molecole in clinica sono rappresentati dallo sviluppo di modelli animali 

ingegnerizzati che consentano di studiare approfonditamente i microRNA cancro-

associati ed il miglioramento dell’efficienza della somministrazione di 

oligoncleotidi in vivo. Per migliorare il delivery dei miRNA in vivo, i metodi 

testati negli studi pre-clinici per gli ‘short-interfering RNA’ (siRNA) o ‘short 

heteroduplex RNA’ (shRNA) (69) potrebbero essere applicati anche ai miRNA, 

con il vantaggio che questi ultimi sono in grado di regolare bersagli multipli in 

una sola volta, modulando un intero network di molecole. Alla luce del complesso 

scenario di regolazione in cui sono coinvolti i microRNA, sarà tuttavia necessario 

un ulteriore sforzo al fine di elucidare e caratterizzare il potenziale oncogenico od 

oncosoppressore di ciascun miRNA.  

Dati ad oggi disponibili chiaramente supportano il ruolo dei miRNA 

nell’eziologia del cancro e suggeriscono un possibile impiego di queste molecole 

come marcatori diagnostici e prognostici e nuovi target o strumenti terapeutici. Il 

passaggio dal bancone di laboratorio all’impiego dei microRNA nelle 
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applicazioni cliniche potrebbe quindi rappresentare la sfida futura in ambito 

scientifico. 
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1.3 SCOPO DELLA RICERCA DI TESI 

Il carcinoma epatocellulare (HCC) è il più frequente tumore maligno del 

fegato e rappresenta il sesto tipo di tumore più comune nel mondo. Spesso i 

pazienti con HCC vengono diagnosticati a stadi piuttosto avanzati, quando le 

uniche opzioni terapeutiche in grado di migliorarne la sopravvivenza sono la 

chemoembolizzazione dell’arteria epatica ed il trattamento con l’inibitore multi-

cinasico, Sorafenib. In questo contesto, la scoperta del ruolo centrale dei 

microRNA (miRNA) nella tumorigenesi umana risulta di fondamentale 

importanza per lo sviluppo di nuovi marcatori diagnostici e bersagli terapeutici. 

I microRNA (miRNA) sono delle piccole molecole di RNA non codificante, 

della lunghezza di 19-22 nucleotidi, filogeneticamente molto conservati, ed 

esercitano un ruolo cruciale nella regolazione di importanti processi fisiologici, 

quali sviluppo, proliferazione, differenziamento, apoptosi e risposta a numerosi 

segnali extracellulari e di stress. I miRNA sono inoltre responsabile della fine 

regolazione dell’espressione di centinaia di geni bersaglio attraverso il blocco 

della traduzione o la degradazione dell’mRNA target. Studi di profiling hanno 

evidenziato l’espressione aberrante di specifici miRNA in numerosi tipi di tumore 

umano. 

Lo scopo del presente lavoro è stato quello di individuare un pannello di 

miRNA deregolati nell’epatocarcinoma umano e di caratterizzare il ruolo 

biologico di tre miRNA deregolati nell’HCC, al fine di individuare alcuni dei 

meccanismi molecolari alla base della trasformazione maligna miRNA-associata. 

La nostra ricerca è stata inoltre focalizzata nell’individuazione di nuovi bersagli e 

strumenti terapeutici, quali i microRNA, per il trattamento combinato di HCC in 

stadio intermedio-avanzato.  
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2.1 Raccolta di campioni di pazienti con epatocarcinoma 

 
I campioni biologici utilizzati in questo studio provengono da pazienti sottoposti a 

resezione epatica per carcinoma epatocellulare insorto su fegato cirrotico. I 

campioni tissutali sono stati raccolti immediatamente dopo la resezione epatica 

effettuata presso il reparto di Chirurgia Generale e Trapianti del Policlinico 

Sant’Orsola di Bologna. I campioni sono stati tagliati, inseriti all’interno di 

cryovials, immediatamente congelati in azoto liquido e conservati a –80°.  

I criteri di esclusione di pazienti dallo studio sono stati i seguenti: 1) 

precedente storia di trattamento locale o sistemico per HCC 2) presenza di tessuto 

non cirrotico circostante il nodulo di HCC. 

 

2.2 Microarray di microRNA 

 
• Marcatura degli RNA con biotina 

Procedura: 

Aggiungere 5µg di RNA totale ad una miscela di reazione contenente 1 µg di 

primer oligonucleotidico marcato con [3′-(N)8-(A)12-biotin-(A)12-biotin-5′], in 

un volume finale di 12 µl.  

Incubare la miscela per 10’ a 70°C e raffreddare in ghiaccio.  

Mantenendo la miscela in ghiaccio, aggiungere 4 µl di 5X First-Strand Buffer 

(250 mM Tris-HCL pH 8.3, 375 mM Cloruro di Potassio,15 mM Cloruro di 

Magnesio, 50 mM DTT), 2 µl di DTT (0.1 M), 1 µl di dNTP mix (10 mM) e 1 µl 

di SuperScript II RNaseH- reverse transcriptase (200 Units/µl, Invitrogen) in un 

volume finale di 20 µl.  

Incubare la miscela di reazione per 90’ in un bagnetto a 37°C, per consentire la 

sintesi del primo filamento di cDNA.  

Dopo l’incubazione, aggiungere 3.5 µl di NaOH (0.5 M)/EDTA (50 mM) ai 20 µl 

della miscela di reazione. 
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Incubare a 65°C per 15’ per consentire la denaturazione degli ibridi di RNA/DNA 

e la degradazione degli stampi di RNA. 

Aggiungere 5 µl di Tris-HCI (pH 7.6, 1 M) per neutralizzare la miscela di 

reazione. 

I campioni di RNA (target) così marcati sono stati conservati a -80°C fino 

all’ibridazione su chip. 

 

• Ibridazione su array 

Microarray chip: il microarray di miRNA utilizzato per l’analisi di profiling 

contiene 381 sonde spottate in triplicato, corrispondenti alle sequenze di 238 

microRNA maturi e 143 precursori di microRNA umani. Tutte le sonde presenti 

sul microchip sono oligonucleotidi di 40-mer spottati tramite tecnologie di 

contatto e legati covalentemente ad una matrice polimerica. 

 

Procedura: 

Ibridizzare i target marcati su microarray in 6X SSPE (0.9 M Cloruro di Sodio/60 

mM Fosfato di Sodio/8 mM EDTA, pH 7.4)/30% Formamide a 25°C per 18 h. 

Fare un lavaggio in 0.75X TNT (Tris·HCl/Cloruro di Sodio/Tween 20) a 37°C per 

40’. 

Processare i chip usando una rivelazione diretta dei trascritti marcati con biotina 

tramite la formazione di un coniugato con Streptavidin-Alexa647.  

I vetrini sono stati processati tramite GenePix 4000B scanner (Axon Instruments). 

Le immagini sono state quantificate tramite GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments).  

 
• Analisi dei dati di microarray  

I dati grezzi provenienti dai microarray di microRNA, lettura ad un colore, sono 

stati normalizzati ed analizzati attraverso il software GeneSpring® GX versione 

7.3 (Agilent Technologies). Il software GeneSpring genera un unico valore per 

ogni miRNA, eseguendo la media dei replicati delle sonde presenti sul chip. I 
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campioni sono stati normalizzati utilizzando la normalizzazione mediana. Ogni 

campione proveniente da tessuto tumorale è stato normalizzato sul campione di 

fegato cirrotico proveniente dallo stesso paziente, quando disponibile, oppure 

sulla media dei campioni di cirrosi. MicroRNA differenzialmente espressi sono 

stati individuati utilizzando un filtro basato su di un ‘fold change’ di 1.3 

combinato con un’ANOVA (Analysis of Variance) per il confronto di campioni di 

HCC contro i campioni di CE (p<0.05), con una correzione Benjamini and 

Hochberg per la riduzione dei falsi positivi. La lista dei miRNA differenzialmente 

espressi è stata testata per il suo valore predittivo con i seguenti algoritmi: 

Prediction Analysis of Microarrays (PAM) (70) e Support Vector Machine (SVM) 

(71). L’analisi di ‘unsupervised hierarchical cluster’ è stata eseguita dopo il 

centramento mediano su ogni chip utilizzando associazione mediana e 

correlazione Standard come misure di similarità. Il raggruppamento controllato è 

stato eseguito dopo la normalizzazione sulla mediana dei geni per sottolineare 

differenze tra i campioni. 

 

2.3 Northern blot 

 
• Corsa elettroforetica e trasferimento su nitrocellulosa 

Materiali: 

15% acrylamide, 7 M urea Criterion precasted gels (Biorad) 

Criterion Cell (Biorad) 

Criterion Blotter (Biorad) 

Hybond N+ membrane (Amersham) 

Di-ethyl-pyro-carbonate (DEPC) (Sigma) 

SDS (Biorad) 

TBE-Urea Sample Buffer (Biorad) 
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TrackIt 25bp DNA ladder (Invitrogen) 

TrackIt 10bp DNA ladder (Invitrogen) 

 
TBE 10X (1 L) 

Tris base                                                                                       107.8 g 

Acido Borico                                                                                55.0 g 

EDTA 0,5 M                                                                                40 ml 

Autoclavare la soluzione per 30’ a 121°C. 

Diluire il TBE 10X in H2O DEPC per ottenere TBE 1X. 

 
H2O DEPC (1 L) 

Aggiungere 1 ml di di-ethyl-pyro-carbonate ad 1 L di H2O milliQ. 

Miscelare per inversione ed incubare overnight a temperatura ambiente (RT). 

Autoclavare la soluzione per 30’ a 121°C. 

 

Procedura: 

Prelevare un volume di RNA pari a 10 µg per ciascun campione e portare ad un 

volume di 15 µl con H2O DEPC. 

Aggiungere un ugual volume di 2X Sample Buffer. 

Denaturare a 70°C per 10’. 

Posizionare il gel precast nell’apparato per elettroforesi e riempire la vaschetta col 

Buffer di corsa, TBE 1X. 

Caricare i campioni ed i marker di peso molecolare utilizzando puntali a capillare.  

Correre il gel a 120V per 90’. 

Rimuovere il gel dal supporto immergendolo in TBE 1X. 

Colorare il gel con Etidio-Bromuro (Et-Br) per 30’ in agitazione e fotografarlo al 

Fluor-S (Biorad). 

Decolorare il gel in TBE 1X ed equilibrarlo in TBE 1X per il blotting. 

Equilibrare anche la membrana in TBE 1X. 

Montare l’apparato di trasferimento ed effettuare il blotting in TBE 1X freddo a 

20V, overnight a 4°C. 

Mettere la membrana per 30’ in stufa a 80°C per cross-linkare l’RNA alla 

membrana.  
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• Pre-ibridazione della membrana 

Materiali: 

SDS (Biorad) 

Dextran Sulphate (Sigma) 

 
SSPE 20X (1L) 

NaH2PO4 (0.1M)                                                                        27.6 g 

NaCl (1.8 M)                                                                               175.3 g 

EDTA (0.01 M)                                                                           9.4 g 

Aggiungere 800 ml di H20 DEPC e sciogliere in agitazione. 

Portare a pH 7.4 con HaOH. 

Autoclavare la soluzione per 30’ a 121°C. 

 
SDS 20% (200 ml) 

SDS                                                                                             40.0 g 

Aggiungere 150 ml di H20 DEPC e sciogliere a 50°C in agitazione. 

Portare a volume. 

 
Soluzione di ibridazione (500 ml) 

NaH2PO4 (0.2 M)                                                                       27.6 g 

SDS (7%)                                                              175.0 ml di SDS 20% 

Aggiungere 400 ml di H20 DEPC e sciogliere in agitazione. 

Portare a pH 7.0 e portare a volume con H2O DEPC. 

NB: filtrare la soluzione con filtro da 0.22 µm prima dell’uso. 

 

Procedura: 

Bagnare la membrana con SSPE 2X in una vaschetta. 

Per la pre-ibridazione, trasferire la membrana nella soluzione di ibridazione 

filtrata a 37°C in agitazione per 1h. 
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• Marcatura della sonda e purificazione su colonna 

Materiali: 

P32-gamma-ATP (Amersham) 

G25 Quick spin columns (Roche) 

Kit:  End labelling kit with polinucleotide kinase (PNK) (Roche) 

La sequenza delle sonde oligonucleotidiche a DNA è riportata in Tabella 1. 

 
Tabella 1. Sequenza delle sonde oligonucleotodiche. 

Nome sonda Sequenza 

MiR-221 5’-GAAACCCAGCAGACAATGTAGCT-3’ 

MiR-122 5’-ACAAACACCATTGTCACACTCCA-3’ 

Let-7a-1 5’-AACTATACAACCTACTACCTCA-3’ 

U6RNA 5’-GCAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG-3’ 

 
Procedura: 

Lavorare in una stanza adibita ad utilizzo di materiale radioattivo ed utilizzare le 

schermature in plexiglass.  

Preparare la mix per la marcatura utilizzando End labelling kit with polinucleotide 

kinase (PNK) e procedere secondo il seguente schema: 

 
Oligonucleotide (50ng/µl)                       4 µl  

PNK Buffer 10X                                      4 µl 

PNK (10U/µl)                                          2 µl 

Gamma ATP P32 (10 µCi/µl)                   10 µl  

H20 DEPC                                               20 µl  

TOT                                                         40 µl 

 
Incubare per 1h a 37oC. 

Bloccare la reazione in ghiaccio. 

Prendere la colonna dal contenitore (4°C) ed invertirla 5-6 volte per risospendere 

la matrice. 

Rimuovere il cappuccio superiore e poi la punta inferiore. Lasciar scendere il 

buffer per gravità e scartarlo. 
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Posizionare la colonna sul tubo e centrifugare 2’ a 1100 g dentro una provetta da 

15 ml.  

Mantenere la colonna in posizione verticale, posizionare il DNA marcato (sonda) 

al centro della colonna. 

Posizionare la colonna su di un nuovo tubo. 

Centrifugare 4’ a 1100 g per eluire il campione contenente la sonda marcata. 

Scartare la colonna nel contenitore del radioattivo. 

 

• Ibridazione della sonda su membrana e rilevazione del segnale radioattivo 

Procedura: 

Aggiungere alla sonda purificata 1 ml di soluzione di ibridazione e denaturare in 

H2O bollente per 2’. 

Aggiungere la sonda denaturata a 20 ml di soluzione di ibridazione filtrata. 

Rimuovere la soluzione di pre-ibridazione dalla membrana. 

Coprire la membrana con la soluzione di ibridazione a cui è stata aggiunta la 

sonda. 

Incubare overnight in un bagnetto termostatato a 42oC in leggera agitazione. 

Svuotare la soluzione di ibridazione contenente la sonda radioattiva in una 

provetta da 50 ml e conservarla a –20°C. 

Posizionare la membrana in una vaschetta più capiente e fare 2 lavaggi con 300 

ml di soluzione di lavaggio (2X SSPE + 0.1% SDS) per 30’ a 37°C. 

Posizionare la membrana su di un contenitore apposito e far impressionare una 

lastra fotografica (Kodak). Posizionare la cassetta a –80°C per 20’.  

Sviluppare la lastra in camera oscura utilizzando i liquidi di sviluppo Developer 

1X e Fixer 1X (Kodak). 

Acquisire le immagini digitali tramite Fluor-S MultiImager (Biorad) e 

quantificare l’intensità delle bande tramite il software Quantity-one (Biorad). 

 
• Stripping 

Posizionare la membrana all’interno di una vaschetta ed aggiungere una soluzione 

bollente di 0.1% SDS in H2O DEPC per 10’.  

Fare un lavaggio in SSPE 2X e re-incubare la membrana con una nuova sonda. 



 46

2.4 Colture cellulari 

 
Materiali: 

Tutte le linee cellulari utilizzate in questo lavoro di tesi sono linee derivate da 

carcinoma epatocellulare e sono state acquistate presso la American Type 

Culture Collection (ATCC). 

Linee cellulari: 

HepG2 (ATCC, HB-8065) 

Hep3B (ATCC, HB-8064) 

SNU398 (ATCC, CRL-2233) 

SNU449 (ATCC, CRL-2234) 

SNU182 (ATCC, CRL-2235) 

SNU475 (ATCC Number CRL-2236) 

Huh-7 (Provenienti dal Laboratorio del Prof. Alberti, Università di Padova) 

 

Terreni di coltura: 

• RPMI-1640 (ATCC): SNU398, SNU449, SNU182, SNU475, Huh-7 

• Minimum Essential Medium (Eagle) (ATCC): HepG2, Hep3B 

 

Fetal bovine serum (FBS) (ATCC) 

PBS (1X) (ATCC) 

Tripsina (ATCC) 

Penicillina-Streptomicina (100X) (ATCC) 

L-Glutamina (100X) (ATCC) 

Fiasche colturali (Corning) 

Doxorubicina (Pfizer) 

Deferoxamina (Sigma) 

Rapamicina (Sigma) 

Polyhema (Sigma) 
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Procedure: 

Le cellule sono state coltivate ed espanse a 37°C, in atmosfera al 5% di CO2 in 

terreno contenente 10% FBS, L-Glutamina 2mM ed antibiotici 1X. 

I diversi trattamenti farmacologici sono stati effettuati a 37°C in atmosfera al 5% 

di CO2 su cellule in fase di crescita esponenziale. 

Quando è previsto pre-trattamento con: 

• Doxorubicina, usare il composto alla concentrazione di 2.5-5 µg/ml per 24h 

• Deferoxamina, usare il composto alle concentrazioni di 250 µM per 24h 

• Rapamicina, usare il composto alle concentrazioni di 10 ng/ml per 24-48h. 

 
• Tripsinizzazione 

Eliminare il terreno di crescita da ciascuna fiasca. 

Fare un lavaggio delle cellule con 3 ml di PBS. 

Aggiungere 3 ml di tripsina. 

Incubare le cellule per 5’ a 37°C e 5% CO2. 

Aggiungere 3 ml di terreno di coltura per disattivare la tripsina. 

Raccogliere le cellule in provette da 15 ml. 

Centrifugare per 5’ a 1200 rpm. 

Scartare il sovranatante. 

Risospendere il pellet cellulare in 5 ml di terreno. 

Aggiungere in nuova fiasca di coltura 1 ml della sospensione cellulare e 9 ml di 

terreno di coltura (diluizione 1:5). 

 
• Pellet cellulari 

Centrifugare le cellule tripsinizzate per 5’ a 1200 rpm a 4°C. 

Eliminare il sovranatante. 

Risospendere le cellule in 1 ml di PBS e trasferire in provette da 1.5 ml. 

Centrifugare a 7500 rpm per 2’ a 4°C. Eliminare il sovranatante.  

Congelare il pellet cellulare in azoto liquido e conservare a -80°C. 
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2.5 Trasfezione cellulare 

 
Materiali: 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

OPTI-MEM I Reduced Serum Medium (GIBCO) 

Piastre per colture cellulari da 6 e 24 pozzetti (Corning) 

Pre-miR miRNA precursor, 5 nmol (Ambion) 

Anti-miR miRNA inhibitor, 5 nmol (Ambion) 

Pre-miR Negative Control #1, 5nmol (Ambion) 

Anti-miR Negative Control #1, 5nmol (Ambion) 

Small interfering RNA (siRNA) (vedi Tabella 2) 

Vettori plasmidici: pGL3, pRL-TK (Promega), pp53TA, pTA (Clonotech), 

pGL3+regione 3’UTR clonata (vedi Paragrafo 2.13) 

 

Tutti gli oligonucleotidi a RNA utilizzati per la sovra-espressione (pre-miR) o per 

il silenziamento (anti-miR) dei microRNA ed i loro controlli negativi sono stati 

utilizzati ad una concentrazione finale di 100 nM. 

La sequenza e la concentrazione finale dei siRNA utilizzati per il silenziamento 

dei singoli geni sono riportate nella Tabella 2. 

La trasfezione dei vettori plasmidici è stata eseguita in piastre da 24 pozzetti per 

la successiva esecuzione del saggio di luciferasi (Paragrafo 2.14). I vettori pGL3, 

pGL3-3’UTR, pp53TA e pTA sono stati utilizzati ad una concentrazione finale di 

1.0 µg/ml; il vettore pRL-TK ad una concentrazione di 0.1 µg /ml. 
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Tabella 2. SiRNA utilizzati. 

Gene SiRNA Sequenza (5’->3’) Conc. 

(nM) 

Produttore 

Cyclin G1 G1/238 TGGCCTCAGAATGACTGCAAGACTA- 40 Invitrogen 

Cyclin G1 G1/832 GCAAGAGCTTGTATCCAAATGTTTA 40 Invitrogen 

PPP2R5B PPP2R5B-1 CGTCAGGAGTTATGGCAAGGTCTGG 10 IDT 

Bmf Bmf-1 GGAAATAGGAGGAGTCTAGAGTAGA 20 IDT 

Puma Puma CACCATGTAGCATACTGGATT 20 Sigma 

mTOR mTOR ACCATGAACCATGTCCTAAGCTGTG 20 IDT 

c-Met c-Met GCCCAACTACAGAAATGGTTT 20 Sigma 

 

Procedura: 

Ventiquattro ore prima della trasfezione piastrare le linee cellulari ad una 

confluenza del 50% in terreno senza antibiotici in piastre da 24 o 6 pozzetti.  

• Preparazione dei complessi con Lipofectamine 2000: 

Aggiungere 50 µl (piastra da 24 pozzetti) o 250 µl (piastra da 6 pozzetti) di OPTI-

MEM in due provette separate.  

Aggiungere nella prima provetta un volume di oligonucleotidi (o vettore 

plasmidico, piastra da 24 pozzetti) al fine di ottenere le concentrazioni finali sopra 

indicate. 

Aggiungere 1 µl (piastra da 24 pozzetti) o 5 µl (piastra da 6 pozzetti) di 

Lipofectamine 2000 nella seconda provetta, miscelare per inversione (4-6 volte) 

ed incubare a RT per 5’.  

Centrifugare brevemente entrambe le provette (4000 rpm per 5’’).  

Prelevare i 50 µl o 250 µl di OPTI-MEM contenenti la Lipofectamine 2000 ed 

aggiungerli alla provetta contenente gli oligonucleotidi (o vettori plasmidici).  

Miscelare per inversione ed incubare la provetta a RT per 20’.  

Eliminare 100 µl (piastra da 24 pozzetti) o 500 µl (piastra da 6 pozzetti) di terreno 

da ciascun pozzetto contenente le cellule da trasfettare. 
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Centrifugare brevemente la provette ed aggiungere, goccia a goccia, i complessi 

oligonucleotide-Lipofectamine al pozzetto. 

Incubare le cellule in incubatore a 37°C, 5% CO2. 

Dopo 6h sostituire il terreno alle cellule trasfettate con terreno di coltura 

contenente antibiotici e re-incubare a 37°C, 5% CO2. 

 

2.6 Preparazione di estratti proteici da linee cellulari e tessuti  

 
Buffer di lisi 

Tris-HCl (pH 7.6)                                             0.01 M 

NaCl                                                                  0.1 M 

EDTA (pH 8.0)                                                 0.01 M 

Triton X-100                                                     0.1% 

DTT                                                                   1 mM 

PMSF                                                                1 mM 

Orto-fosfo-vanadato                                          1 mM  

Mix inibitori (Roche)                                        1X 

NB: aggiungere DTT, PMSF, orto-fosfo-vanadato e mix di inibitori solo 

immediatamente prima dell’uso. 

 

Procedura: 

• Linee cellulari 

Aggiungere a ciasun pellet cellulare, mantenuto in ghiaccio secco per evitare lo 

scongelamento, 25 µl di Buffer di lisi freddo, risospendere i pellet vortexando per 

10’’ e lasciare in ghiaccio per 30’. 

Centrifugare a 13000 rpm per 15’ a 4°C. 

Prelevare il sovranatante e trasferirlo in una nuova provetta. 

Quantificare i campioni tramite saggio di Lowry (Paragrafo 2.7). 

Conservare i campioni a –20°C. 
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• Tessuti  

Posizionare il pezzo chirurgico su di una piastra Petri di vetro appoggiata su di un 

blocco di ghiaccio secco. 

Polverizzare il tessuto con un bisturi fino a riempire mezza provetta da 1.5 ml. 

Aggiungere al tessuto ploverizzato100 µl di Buffer di lisi e procedere come sopra 

descritto. 

 

2.7 Dosaggio di estratti proteici tramite Lowry assay (Kit Biorad) 

Materiali: 

DC Protein Assay (Biorad) 

BSA (Sigma)  

Cuvette di plastica 

 

Procedura: 

Risospendere 1.5 mg di BSA in 1 ml di acqua bi-distillata sterile (BDW) e fare le 

seguenti diluizioni in BDW (20 µl): 

- 1,5 mg/ml 

- 0,75 mg/ml 

- 0,15 mg/ml 

Queste diluizioni rappresentano gli standard proteici a concentrazione nota. 

Diluire ciascun campione 1:10 in BDW, volume finale 20 µl. 

Preparare per ciascun campione 100 µl di soluzione A+S: 98 µl Buffer A + 2 µl 

Buffer S. 

Addizionare 100 µl della soluzione A+S ad ogni standard e campione. 

Vortexare per 10’’. 

Aggiungere 800 µl di Soluzione B. 

Miscelare per inversione ed incubare a RT per 15’. 

Leggere l’assorbanza a 500 nm. 
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2.8 Western blot 

 
Materiali:  

30% Acrylamide/Bis Solution (29:1) (Biorad)  

2-mercapto-etanolo (Biorad) 

TEMED (Biorad) 

Ammonium Persulfate (APS) (Biorad) 

Bromofenolblu (Biorad) 

Hybond ECL-Nitrocellulosa (Amersham) 

Rosso Ponceau (Sigma) 

Latte in polvere (Nestlè) 

Hyperfilm ECL (Amersham) 

Developer Solution (5X) (Kodak) 

Fixing Solution (5X) (Kodak)  

ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham) 

Anticorpi (vedi Tabella 3) 

 

Tabella 3. Anticorpi primari e diluizioni utilizzat e. 

Tipo Dilizione Ab 
primario 

Dilizione Ab 
secondario 

Produttore 

mAb anti-Cyclin G1 (F-5) 1:100 1:10000 SantaCruz Biotecnology 
mAb anti-p53 (DO-7) 1:1000 1:10000 DakoCytomation 
mAb anti-p21 (F-5) 1:100 1:7500 SantaCruz Biotecnology 
mAb anti-β-actin 1:1000 1:10000 SantaCruz Biotecnology 
Ab anti-cleaved caspase-3 1:1000 1:7500 Cell Signaling 
Ab anti-Puma 1:1000 1:7000 Cell Signaling 
Ab anti-PPP2R5B 1:200 1:7500 ABR 
Ab anti-p57 (C-20) 1:500 1:10000 SantaCruz Biotecnology 
mAb anti-p27 (57) 1:1000 1:10000 BD Biosciences 
Ab anti-Bmf 1:200 1:10000 Novus Biologicals 
Ab anti-mTOR 1:1000 1:7500 Cell Signaling 
Ab anti-c-Met 1:1000 1:7500 Cell Signaling 
Ab anti-phospho-S6 (Ser-240/244) 1:1000 1:10000 Cell Signaling 
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RESOLVING GEL 

Per un volume finale di 7 ml, vedi Tabella 4. 

Tabella 4. Resolving gel a diversa percentuale di Acrilamide. 

                           % Acrilamide 

Componente 

8% 10% 12% 14% 

H2O (ml) 3.22 2.82 2.35 1.88 

30% Acrilamide/Bis (ml)  1.87 2.33 2.80 3.27 

Tris-HCl, pH 8.8, 1.5 M (ml) 1.75 1.75 1.75 1.75 

SDS 10% (µl) 70 70 70 70 

TEMED (µl) 35 35 35 35 

APS 10% (µl) 3.5 3.5 3.5 3.5 

 

STACKING GEL 

Per un volume finale di 5 ml: 

H2O                                                                                       3.0 ml  

Acrilammide:Bisacrilammide                                               665 µl 

Tris-HCl, pH 6.8, 0.5M                                                         1.25 ml 

SDS 10%                                                                               50 µl 

TEMED                                                                                 5.0 µl 

APS 10%                                                                               100 µl 

 
RUNNING BUFFER 1X 

TRIZMA-Base                                                                     3.0 g 

Glicina                                                                                 15.0 g 

SDS 10%                                                                             10 ml 

Portare ad 1 L con BDW. 

 

TRANSFER BUFFER 1X 

TRIZMA-Base                                                                     3.0 g 

Glicina                                                                                 15.0 g 

Metanolo                                                                              20% 

Portare ad 1 L con BDW. 
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LAEMMLI BUFFER 2X 

Tris-HCl                                                                              0.1 M 

SDS                                                                                     4.0%  

Bromofenolblu                                                                    0.2%  

Glicerolo                                                                             20% 

2-mercapto-etanolo                                                             5.0% 

Portare a pH 6.8 con HCl 1 M e portare a volume (10 ml) con BDW. 

Fare aliquote monouso da 100 µl e conservare a –20°C. 

 

TBS 

Tris-HCl (0.5 M)                                                                  7.88 g 

NaCl (1.5 M)                                                                        8.77 g 

Portare a pH 7.5 con NaOH 1 M e portare ad 1 L con BDW. 

 

Procedura: 

Prelevare un volume di estratto proteico pari a 50 µg.  

Aggiungere un ugual volume di Laemmli buffer 2X. 

Bollire i campioni per 10’. 

Caricare i campioni ed il marker di pesi molecolari sul gel di poliacrilammide 

utilizzando puntali a capillare. 

Effettuare la corsa elettroforetica in Running Buffer 1X a 15 mA per 3h a RT. 

Equilibrare il gel per 1’ in Transfer Buffer 1X. 

Lavare la membrana di nitrocellulosa per 5’ in BDW ed equilibrarla per 1’ in 

Transfer Buffer 1X. 

Montare l’apparato di trasferimento ed effettuare il trasferimento su membrana in 

Transfer Buffer 1X a 250 mA per 2.5h a 4°C.  

Smontare l’apparato e colorare la membrana con rosso Ponceau per verificare 

l’avvento trasferimento delle proteine.  

Decolorare la membrana in PBS. 

Lavare la membranea in TBS più Tween 20 allo 0.1% (TBS-T) 

Bloccare la membrana in 5% (w/v) latte in polvere in TBS-T per 1h a RT in 

leggera agitazione. 
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Lavare la membrana per 1’ in TBS-T. 

Incubare la membrana overnight a 4°C in agitazione con l’anticorpo primario 

diluito in TBS-T (Vedi Tabella 3). 

Fare 3 lavaggi della membrana in TBS-T per 10’ a RT in agitazione.  

Incubare la membrana per 1h a RT in agitazione con l’anticorpo secondario 

diluito in TBS-T (Vedi Tabella 3). 

Rivelare con ECL Advance Western Blotting Detection Kit. 

In camera oscura aggiungere una lastre fotografica e, dopo il tempo di 

impressionamento ottimale per ciascun anticorpo primario, procedere con lo 

sviluppo della lastra fotografica. 

Acquisire l’immagine digitale delle lastre tramite Fluor-S MultiImager (Biorad) e 

quantificare le bande tramite il software densitometrico Quantity-one (Biorad). 

 

2.9 Estrazione di RNA da linee cellulari e tessuti 

 
Materiali: 

Trizol (Invitrogen) 

Cloroformio (Carlo Erba) 

Isopropanolo (Carlo Erba) 

Di-ethyl-pyro-carbonate (DEPC) (Sigma) 

Etanolo assoluto (Carlo Erba) 

 

Procedura: 

Aggiungere a ciasun pellet cellulare, mantenuto in ghiaccio secco per evitare lo 

scongelamento, 700 µl di Trizol. 

Risospendere il pellet con una siringa da 2.5 ml ed incubare a RT per 10’. 

Aggiungere 140 µl di Cloroformio, miscelare vigorosamente per inversione; 

incubare per 3’ a RT. 

Centrifugare i campioni a 12500 rpm per 15’ a 4°C. 

Prelevare la fase acquosa facendo attenzione a non toccare l’anello bianco di 

DNA e riporre il sovranatante in una nuova provetta. 
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Aggiungere 350 µl di Isopropanolo e miscelare delicatamente per inversione (4-6 

volte); incubare a RT per 10’. 

Centrifugare a 12500 rpm per 10’ a 4°C. 

Eliminare sovranatante facendo attenzione a non disturbare il pellet; asciugare i 

bordi della provetta con carta assorbente. 

Fare un lavaggio del pellet con 700 µl di Etanolo al 70% in acqua DEPC. 

Centrifugare i campioni a 7500 rpm per 5’ a 4°C. 

Eliminare il sovranatante facendo attenzione a non disturbare il pellet; asciugare i 

bordi della provetta con carta assorbente. 

Lasciare asciugare il pellet a RT e successivamente risospenderlo in un adeguato 

volume di H2O DEPC (10-30 µl). 

Quantificare la concentrazione di RNA estratto mediante lettura 

spettrofotometrica utilizzando lo strumento NanoDrop ND-420 (Celbio) e il 

software NanoDrop (versione 3.0.0). 

NB: Per l’estrazione dell’RNA da tessuto, polverizzare il campione come 

descritto nel Paragrafo 2.6. Aggiungere 700 µl di Trizol e procedere come sopra 

descritto. 

 

2.10 Real time PCR  

 
La quantificazione di microRNA maturi tramite analisi di Real Time PCR viene 

eseguita usando il kit ‘TaqMan MicroRNA Assay’ e prevede due passaggi 

principali: 

Step 1. Trascrizione inversa (RT). Il filamento di cDNA viene inversamente 

trascritto a partire da un campione di RNA totale usando un primer miRNA-

specifico con struttura a forcina presente nel kit TaqMan MicroRNA Assay e 

utilizzando i reagenti provenienti dal kit ‘TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription’. L’utilizzo di questo primer miRNA-specifico consente di 

retrotrascrivere solo il microRNA maturo e non i suoi precursori, i quali 

possiedono una complessa struttura secondaria. 
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Step 2. Real time PCR. I campioni di cDNA vengono successivamente 

amplificati utilizzando il secondo reagente del kit ‘TaqMan MicroRNA Assay’, 

contenente una sonda TaqMan e i primer Forward e Reverse miRNA-specifici, 

insieme al reagente ‘TaqMan® Universal PCR Master Mix’. 

I due step sono schematizzati in Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 7: Procedura di Real time PCR con kit ‘TaqMan MicroRNA Assay’. 

 

Procedura: 

• Step 1 

In una provetta da 0.2 ml aggiungere un volume pari a 50 ng di RNA. 

Portare i campioni ad un volume di 5 µl con H2O DEPC. 

Preparare la mix per la retro-trascrizione utilizzando i reagenti del kit ‘TaqMan® 

MicroRNA Reverse Transcription’ ed il Primer 5X contenuto nel kit ‘TaqMan 

MicroRNA Assay’, come indicato in Tabella 5. 

 

MicroRNA maturo 
Primer a forcina 

Sonda TaqMan 
Primer Reverse 

Primer Forward 

Step 1 

Step 2 
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Tabella 5. Mix di retro-trascrizione (1 campione). 

Componenti Volume (µl) 
H2O DEPC 4.16 
10X Reverse Transcription Buffer 1.5 
100nM dNTPs  0.15 
Rnase Inhibitor 0.19 
MultiScribe reverse transcriptase 1.0 
Primer 5X 3.0 

 

Aggiungere 10 µl di mix di retrotrascrizione a ciascun campione di RNA. 

Incubare in ghiaccio per 5’. 

Posizionare i campioni nel Thermal Cycler ‘GeneAmp PCR system 9700’ 

(Applied Biosystems) ed eseguire il programma di retrotrascrizione come 

riportato in Tabella 6. 

 

Tabella 6. Termociclo per la retrotracsrizione con TaqMan microRNA assay. 

Step Tempo (min) Temp (°C) 
1 30 16 
2 30 42 
3 5 85 
4 ∞ 4 

 

• Step 2 

Strumento: iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System (Biorad) 
 
Terminata la reazione di retro-trascrizione, porre i campioni di cDNA in ghiaccio 

e preparare la mix per la reazione di Real Time PCR come indicato in Tabella 7. 

Analizzare ogni campione in triplicato. 

 
Tabella 7. Composizione mix di Real time PCR con ‘TaqMan microRNA 

assay’ (1 campione). 

Componenti Volume (µl) 
H2O DEPC 7.67 
TaqMan 2X Universal PCR master mix 10.0 
TaqMan MicroRNA Assay Probe 20X 1.0 
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NB: Ricoprire il tubo contenente la sonda TaqMan con carta stagnola e tenere al 

buio. 

Aggiungere 18.67 µl della master mix in ogni pozzetto della piastra. 

Aggiungere 1.33 µl di cDNA a ciascun pozzetto. 

Coprire la piastra con il coperchio adesivo e centrifugarla brevemente (2000 rpm, 

30’’). 

Impostare lo schema corrispondente alla piastra di reazione tramite il software 

iCycler iQ Detection System Versione 3.0 (Biorad). 

Impostare il programma di amplificazione come riportato in Tabella 8. 

 

Tabella 8. Termociclo di Real time PCR con ‘TaqMan microRNA assay’. 

Real Time PCR 

Cicli (N=40) 

Step Attivazione 
dell’enzima 

ampliTaq gold 
 Denaturazione Annealing/Estensione 

Tempo (sec) 600 15  60 
Temperatura 

(°C) 
95 95 60 

 
Posizionare la piastra nella macchina di Real Time PCR e far partire la corsa. 

Analizzare i dati su foglio Excel tramite metodo del 2-(∆∆Ct), utilizzando come 

gene housekeeping la subunità ribosomale, U6RNA. 

 

2.11 Trascrizione inversa  

 
Questo procedura consente di sintetizzare cDNA a singolo filamento a partire da 

un campione di RNA totale. 

Strumento: GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems) 

Kit : ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega) 
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Procedura: 

In una provetta da 0.2 ml aggiungere un volume pari ad 1 µg di RNA e portare il 

campione ad un volume di 5 µl con H2O DEPC. 

Aggiungere ad ogni campione 1 µl della seguente mix di reazione: 

 

PRIMER MIX (1 campione) 

Oligo-dT Primer                                                                             0.5 µl 

Random Primers                                                                             0.5 µl  

 
Incubare a 70°C per 5’. 

Raffreddare a 4°C per 5’. 

Aggiungere ad ogni campione 15 µl della mix di retrotrascrizione (Tabella 9).  

 
Tabella 9. Composizione mix di retro-trascrizione (1 campione). 

Componenti Volume (µl) Conc. finale 

H2O DEPC 6.6  

Improm-II 5X Buffer 4.0  

MgCl2 (25 mM) 2.4  3.0 mM 

dNTPs mix (10mM) 1.0  0.5 mM 

RNasin Inhibitor  0.5  

Improm-II RT 0.5  

 
Posizionare i campioni nel Thermal Cycler ed eseguire il programma di 

retrotrascrizione come riportato in Tabella 10. 

 
Tabella 10. Termociclo di retrotrascrizione. 

Step Tempo (min) Temp (°C) 
1 5 25 
2 60 42 
3 15 70 
4 ∞ 4 

 
Conservare i campioni di cDNA a –20°C. 
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2.12 PCR semi-quantitativa 

 
La PCR è stata utilizzata per analizzare variazioni dell’espressione genica di 

mRNA di interesse in seguito a specifici trattamenti cellulari o nei campioni di 

tessuto provenienti da HCC. Tutte le PCR sono state condotte in un range lineare 

di amplificazione, consentendo un’analisi semi-quantitativa dell’espressione 

genica. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping per la 

normalizzazione dei campioni. L’intensità delle bande è stata misurata utilizzando 

il Software Quantity-One (Biorad).  

Le coppie di primer utilizzate e le condizioni di PCR sono riportate in Tabella 11. 

 
Tabella 11. Coppie di primers utilizzate. Nella tabella sono riportate le 
sequenze dei primer utilizzati con le corrispondenti lunghezze (L) 
dell’amplificato, temperature di annealing (Ta) e numero di cicli (N) di 
amplificazione. 

 
Aggiungere in provette da 0.2 ml 24 µl della mix di PCR (Tabella 12) ed 1 µl di 

cDNA. 

Gene  Sequenza Primer   Amp (bp) 
(L) 

Ta 
(C°) 

Cicli  
(N) 

Cyclin G1 Fw 5’-AATGAAGGTACAGCCCAAGCA-3’ 
Rv 5’-GCTTTGACTTTCCAACACACC-3’ 

195 63 27 

Puma Fw 5’-TCCTCAGCCCTCGCTCTC-3’ 
Rv 5’-TTGTCTCCGCCGGCTCGTA-3’ 

197 61 31 

Bax Fw 5’-TGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3’ 
Rv 5’-TCATCCTCTGCAGCTCCATG-3’ 

162 61 31 

E-caderina Fw 5’-TCCTGGGCAGAGTGAATTTTGA-3’ 
Rv 5’-GCGTGAGAGAAGAGAGTGTATGTGG-3’ 

550 56 29 

p57 Fw 5’-GGCCTCTGATCTCCGATTTCT-3’ 
Rv 5’- -CACTTTGGGACCAGTGTACCTTCT-3’ 

375 63 28 

p27 Fw 5’-TAACCCGGGACTTGGAGAAG-3’ 
Rv 5’-GCTTCTTGGGCGTCTGCTC-3’ 

449 62 30 

Bmf Fw 5’-ATGGAGCCATCTCAGTGTGTG-3’ 
Rv 5’-CCCCGTTCCTGTTCTCTTCT-3’ 

540 56.5 30 

mTOR Fw 5’-ACATGCAGCTGTCCTGGTTC-3’ 
Rv 5’-TGAGGCTTCTGCATCTCCTT-3’ 

201 61 29 

c-Met Fw 5’-AGGGCAGTGCAGCATGTAGT -3’ 
Rv 5’-GATGATTCCCTCGGTCAGAA-3’ 

200 61 29 

p21 Fw 5’-AAGACCATGTGGACCTGTCA-3’ 
Rv 5’-GGCTTCCTCTTGGAGAAGAT-3’ 

174 55 30 

ß-actin Fw 5’-CAAGAATGGCCACGGCTGCT-3’ 
Rv 5’-TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA-3’ 

275 55 25 
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Tabella 12. Composizione mix di PCR (1 campione). 

Componenti Volume (µl) Concentrazione 

finale 

H2O DEPC 15.0  

Gold Buffer (10X) 2.5 1X 

MgCl2 (25 mM) 2.5  2.5 mM 

dNTPs mix (2.5 mM) 1.75  0.175 mM 

Primer F  1.0 400 nM 

Primer R 1.0 400 nM 

Taq Gold (Applied Biosystems) 0.25  

cDNA 1.0  

 

Posizionare le provette da 0.2 ml nel Thermal Cycler GeneAmp PCR system 9700 

(Applied Biosystems) ed impostare il termociclo utilizzando le temperature di 

annealing (Ta) ed il numero di cicli (N) riportati in Tabella 11. 

Termociclo: 
 
1. 95°C         10’ attivazione Taq Gold 

2. 95°C      30’’ denaturazione 

3. Ta°C      30’’ annealing 

4. 72°C      30’’-1.0’ elongazione 

5. Step 2 per N volte 

6. 72°C          7’ elongazione finale 

7. 4°C            for ever 

8. end 

 

Il prodotto amplificato è stato sottoposto a corsa elettroforetica in gel di Agarosio 

al 2.0% con Etidio Bromuro allo 0.01%. La corsa è stata eseguita in TBE 1X 

(Sigma) a 120V per 45’.  

Le immagini digitali delle bande sono state acquisite con Fluor-S MultiImager e 

l’analisi quantitativa del segnale è stata condotta con il software Quantity-one 

(Biorad). 
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2.13 Clonaggi 

 
In questo lavoro di tesi è stata utilizzata la tecnica del clonaggio per l’inserimento 

di regioni 3’UTR a valle del gene reporter contenuto all’interno del plasmide 

pGL3 Control Vector. L’inserimento dei siti di restrizione ad entrambe le 

estremità della regione 3’UTR è stato ottenuto tramite amplificazione del 

frammento con primer specifici contenenti all’estremità 5’ i sei nucleotidi 

corrispondenti alla sequenza consensus dell’enzima XbaI. I primer utilizzati sono 

riportati in Tabella 13. Il frammento amplificato tramite PCR è stato ligato 

all’interno del vettore TA-cloning, pGEM-T Easy Vector, la cui mappa è riportata 

in Figura 8. Il vettore pGEM ricombinante è stato sottoposto a digestione 

enzimatica con XbaI ed il frammento purificato da gel di Agarosio. Il frammento 

corrispondente alla regione 3’UTR è stato successivamente clonato all’interno del 

vettore pGL3 Control Vector, utilizzando il sito unico di restrizione XbaI. La 

mappa di pGL3 Control Vector è riportata in Figura 9. Il costrutto plasmidico così 

ottenuto è stato utilizzato per l’esecuzione del saggio di Luciferasi (Paragrafo 

2.14). 
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Materiali: 

 

• Enzimi di restrizione 

Tipo                                                                                   Produttore 

XbaI                                                                                    Invitrogen 

EcoRI                                                                                  Invitrogen 

 

 

 

• Enzimi vari  

Tipo                                                                                   Produttore 

AmpliTaq Gold                                                     Applied Biosystems 

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) 20 U/µl          Invitrogen 

T4 DNA ligase 3U/µl                                                              Promega 

 

• Plasmidi 

Tipo                                                                                   Produttore 

pGEM                                                                                     Promega 

pGL3                                                                                       Promega 

 

• Farmaci 

Tipo                                                                                   Produttore 

Ampicillina                                                                                 Sigma 

 

• Tipi cellulari  

Tipo                                                                                   Produttore 

JM109 batteri competenti                                                      Promega 
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Figura 8: Mappa del plasmide pGEM-T Easy Vector. Il plasmide contiene 
due CDS (Ampr: che codifica per l’enzima ß-lattamasi; lacZ: che codifica per 
l’enzima β-galattosidasi), un’origine di replicazione di origine fagica (f1 ori), 
un’origine (ori) per la replicazione in E. coli. Il plasmide è stato linearizzato 
con l’enzima di restrizione EcoRV alla base 60 e le basi T sono state aggiunte 
a ciascuna estremità 3’. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Mappa del plasmide pGL3 Control Vector. Il plasmide contiene 
2 CDS (Ampr: che codifica per l’enzima ß-lattamasi; luc+: che codifica per la 
luciferasi di Lucciola), un’origine di replicazione di origine fagica (f1 ori), 
un’origine (ori) per la replicazione in E. coli. 
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• Terreni di coltura 

 

LB liquido (1 L) : 

-LB broth base (Invirogen) 20.0 g 

-Portare a volume con BDW 

 
LB Agar (1 L) : 

-LB Agar (Invirogen) 32.0 g 

-Portare a volume con BDW 

 
SOC (1 L) : 

-Tryptone (Sigma) 20 g 

-Yest Extract (Sigma) 5 g 

-NaCl (Sigma) 0.5 g 

-Sciogliere in 950 mL H2O 

-Glucosio (Sigma) 20mM 

-Aggiungere 10 mL di soluzione KCl (Carlo Erba) 250 mM 

-Portare a pH 7.0 con NaOH (Carlo Erba) 5N 

-Portare a volume con BDW  

 
• Gel d’agarosio 

-Agarose (Amresco) da 0.8% a 2.0% 

-TAE 1X 

 

TAE 5X (1 L): 

-Tris Base (Sigma) 242 g 

-Acido Acetico Glaciale (Sigma) 57.1 mL 

-EDTA (Sigma) pH 8, 0.5M, 100ml 

-Portare a volume con BDW 

 
Marker 

Bench Top 100 bp DNA ladder (Promega)  
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Metodi:  

 
Tabella 13. Coppie di primer utilizzate per l’amplificazione di regioni 3’UTR 
di Ciclina G1, CDKN1C/p57, Bmf, mTOR. Nella tabella sono riportate le 
sequenze dei primer utilizzati nelle PCR con le corrispondenti lunghezze (L) 
dell’amplificato, temperature di annealing (Ta) e numero di cicli (N) di 
amplificazione. 

 

Mix di PCR, vedi Tabella 12. 

 
Termociclo: 
 
1. 95°C         10’ attivazione AmpliTaq Gold 

2. 95°C      30’’ denaturazione 
3. Ta°C      30’’ annealing 
4. 72°C      1.0’ elongazione 

5. step 2 per 34 volte 
6. 72°C          7’ elongazione finale 
7. 4°C            for ever 
8. end 

 

• Protocollo di ligasi 

 
Tabella 14. Composizione mix di ligasi (1 campione). 

Componenti Volume (µl) 
H2O DEPC 2 µl 
Buffer 2X 5.0 
pGEM/pGL3 vector  
(50 ng/µl) 

1.0 

DNA* 1.0 
T4 DNA ligase 1.0 

 
*Prodotto di PCR per la ligasi in pGEM vector. 
*DNA eluito da gel di agarosio per la ligasi in pGL3 vector. 
 
Incubare la mix di ligasi 1h a RT. 

Regione da 
clonare 

Sequenze Primer L (bp) Ta 
(C°) 

Cicli  
(N) 

Ciclina G1 
3’UTR 

Fw 5’-TTTCTAGA AAACAGGTGACATTTGTATC-3’ 
Rv 5’-TTGTCTAGA TTACCTCTGCCAAC-3’ 

744 58 35 

CDKN1C/p57  
3’UTR 

Fw 5’-TCTAGA GCCCAAAGAGCCC-3’ 
Rv 5’-TCTAGA GATTAAACATTTTATATAAATGAC-3’ 

295 56 35 

Bmf 
 3’UTR 

Fw 5’-TTTCTAGA AGTTGGTCAACAGATCTG-3’ 
Rv 5’-ATGTCTAGA ACATAAACACATAAAGCC-3’ 

977 60 35 

mTOR 
3’UTR 

Fw 5’-CTTTCTAGA AACTGGAGGCCCAG-3’ 
Rv 5’-TGGTGTCTAGA CATGGCTACACTTTATAC-3’ 

908 58 35 
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• Protocollo di trasformazione batterica 

- Trasferire in una provetta da 15 ml con fondo tondeggiante 100 µl di 

batteri competenti JM109 e mantenere in ghiaccio. 

- Aggiungere ai batteri 2 µl di mix di ligasi.  

- Incubare 20’ in ghiaccio. 

- Incubare 1’ a 42°C. 

- Incubare 2’ in ghiaccio. 

- Aggiungere 900 µl di SOC freddo. 

- Incubare 1.5h a 37°C, 225 rpm. 

- Piastrare separatamente 100 µl e 900 µl di sospensione batterica in piastre 

contenenti LB Agar + Ampicillina 100 µg/ml. 

- Incubare a 37°C per 16h. 

 

• Protocollo per mini prep 

Buffer P1 : 

-Tris-HCl pH 8                                                                      50 mM 
-EDTA                                                                                   10 mM 
-RNase A                                                                               100 µg/ml 
NB: aggiungere RNase A al momento dell’uso. 

 
Buffer P2 : 

-NaOH                                                                                   200 mM 
-SDS                                                                                       1% 

 
Buffer P3 : 

-Potassio acetato                                                                     3.0 M 
-Portare a pH 5.5 
 
Buffer TE : 

-Tris-HCl, pH 8.0                                                                   10 mM 
-EDTA                                                                                    1.0 mM 

 

- Inoculare una singola colonia in 2 ml di LB + Ampicillina 100 µg/ml. 

- Incubare a 37°C, 225 rpm, per 16h. 

- Trasferire 1.0 ml della coltura batterica in una provetta da 1.5 ml, 

conservare il restante 1 ml di coltura a + 4°C. 

- Centrifugare la coltura batterica a 13000 rpm per 2’. 
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- Eliminare il sovranatante. 

- Risospendere il pellet batterico in 100 µl di Buffer P1 freddo, a cui è stata 

aggiunta RNase A 100 µg/ml.  

- Risospendere il pellet vortexando. 

- Aggiungere 200 µl di Buffer P2. 

- Risospendere per inversione, incubare 5’ a RT. 

- Aggiungere 165 µl di Buffer P3 freddo. 

- Risospendere per inversione. 

- Centrifugare a 13000 rpm per 8’. 

- Trasferire il sovranatante in una provetta da 1.5 ml. 

- Aggiungere 450 µl di isopropanolo. 

- Risospendere per inversione. 

- Centrifugare a 13000 rpm per 8’. 

- Eliminare il sovranatante. 

- Fare un lavaggio con 500 µl di etanolo al 70%. 

- Centrifugare a 13000 rpm per 5’. 

- Eliminare il sovranatante. 

- Asciugare il pellet per 10’ a RT. 

- Risospendere il pellet in 20 µl di Buffer TE.  

- Digerire i DNA plasmidici con gli enzimi di restrizione per verificare la 

presenza dell’inserto. 

 
• Protocolli di digestione enzimatica  

Dopo miniprep  
Enzimi XbaI/EcoRI 

Componenti Volume (µl) 
H2O DEPC 14.5 
Buffer 10X 2.0 
DNA plasmidico  3.0 
Enzima di restrizione 0.5 

 
Incubare 2h a 37°C. 

Analizzare le digestioni dei DNA plasmidici tramite corsa elettroforetica su 

gel di Agarosio in TAE, 0.01% Etidio-Bromuro, a 120V per 45’. 

Selezionare il clone batterico contenente l’inserto, amplificarlo e purificare il 

DNA plasmidico tramite maxi prep. 
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• Protocollo per maxi prep Qiagen 

- Inoculare 100 µl della sospensione batterica del clone selezionato in 200 

ml di LB + Ampicillina 100 µg/ml. 

- Incubare 16 h a 37°C, 225 rpm. 

- Centrifugare la sospensione batterica a 4000 rpm per 15’ a + 4°C. 

- Eliminare il sovranatante. 

- Risospendere il pellet batterico in 10 ml di Buffer P1 freddo, a cui è stata 

aggiunta RNase A 100 µg/ml.  

- Risospendere il pellet vortexando. 

- Aggiungere 10 ml di Buffer P2. 

- Risospendere per inversione, incubare 5’ a RT. 

- Aggiungere 10 ml di Buffer P3 freddo. 

- Risospendere per inversione, incubare in ghiaccio per 20’. 

- Centrifugare a 12000 rpm per 30’. 

- Trasferire il sovranatante in un nuovo tubo. 

- Centrifugare a 12000 rpm per 15’. 

- Equilibrare una colonna QIAGEN-tip 500 con 10 ml di Buffer QBT. 

- Aggiungere il sovranatante alla colonna e lasciare entrare nella resina per 

gravità. 

- Fare 2 lavaggi con 30 ml di Buffer QC. 

- Fluire con 15 ml di Buffer QF. 

- Precipitare il DNA plasmidico aggiungendo 10.5 ml di isopropanolo. 

- Mischiare per inversione e centrifugare a 8000 rpm per 15’. 

- Eliminare il sovranatante. 

- Fare un lavaggio con 5.0 ml di etanolo al 70%. 

- Centrifugare a 8000 rpm per 10’. 

- Eliminare il sovranatante. 

- Asciugare il pellet per 10 minuti a RT. 

- Rispendere il pellet in 200 µl di TE. 

- Conservare il DNA plasmidico a –20°C. 
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• Protocolli di digestione enzimatica  

Dopo maxiprep  

Enzima XbaI 

Componenti Volume (µl) 
H2O DEPC 14.0 
Buffer 10X 2.0 
DNA plasmidico (1 µg/µl) 1.0 
Enzima di restrizione 3.0 

 
Incubare 2h a 37°C. 

NB: Per la linearizzazione del plasmide pGL3 Control vector aggiungere 1 µl 

di CIAP ed incubare per altri 5’ a 37°C. 

Analizzare le digestioni dei DNA plasmidici tramite corsa elettroforetica su 

gel di Agarosio in TAE, 0.01% Etidio-Bromuro, a 120V per 45’. 

Procedere all’eluizione dell’inserto da gel. 

 

• Eluizione di DNA da gel di agarosio  

Kit: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 

- Pesare una provetta da 1.5 ml con bilancia analitica. 

- Visualizzare il DNA usando una lamapada UV a bassa lunghezza d’onda 

ed excidere la banda d’interesse con un bisturi monouso. 

- Trasferire la il frammento di gel contenente il DNA nella provetta pre-

pesata e ri-pesare la provetta. Fare la tara per calcolare il peso del gel. 

- Aggiungere Membrane Binding Solution in un rapporto di 10 µl ogni 10 

mg di gel di agarosio. 

- Vortexare ed incubare a 50°C per 10’ o fino che il gel è completamente 

sciolto. 

- Trasferire la miscela contenente il gel disciolto in una SV Minicolumn 

posta in una provetta di raccolta. 

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT. 

- Eliminare il liquido di scarto. 

- Fare un lavaggio con 700 µl Membrane Wash Solution. 

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT. 

- Eliminare il liquido di scarto. 

- Ripetere il lavaggio con 500 µl Membrane Wash Solution. 
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- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT. 

- Eliminare il liquido di scarto. 

- Trasferire la colonnina in una provetta da 1.5 ml. 

- Aggiungere 30 µl di H2O DEPC al centro della colonna. 

- Incubare 1’ a RT. 

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT. 

- Analizzare la qualità e la quantità del DNA eluito da gel tramite corsa 

elettroforetica su gel di Agarosio in TAE 1X, 0.01% Etidio-Bromuro, a 

120V per 45’. 

- Eseguire la ligasi del frammento eluito da gel in pGL3 vector linearizzato 

con l’enzima XbaI come indicato in Tabella 14. Procedere con i protocolli 

di trasformazione batterica, mini prep come sopra descritto. 

 

• PCR di direzionalità in vettore pGL3 

Poiché il frammento 3’UTR viene clonato nel vettore pGL3 utilizzando un unico 

sito di restrizione, XbaI, per la scelta del vettore ricombinante con il frammento 

inserito in direzione 5’->3’ è necessario sottoporre i DNA plasmidici estratti 

tramite mini prep a 2 PCR di direzionalità. Per l’esecuzione delle PCR di 

direzionalità il primer Forward utilizzato per il clonaggio della regione 3’UTR è 

sato accoppiato con il primer Reverse che riconosce la sequenza del plasmide 

pGL3 Control Vector in prossimità del sito di restrizione XbaI (Tabella 15), e 

viceversa. Solo i cloni in cui il frammento 3’UTR si è inserito in direzione 5’->3’ 

daranno luogo ad un amplificato in entrambe le PCR di direzionalità. La 

lunghezza dell’amplificato dipenderà dalla lunghezza della regione clonata in 

pGL3 vector. 
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Tabella 15. Coppia di primer per il plasmide pGL3 Control Vector. Nella 
tabella sono riportate le sequenze dei primer con la corrispondente lunghezza (L) 
dell’amplificato, temperatura di annealing (Ta) e numero di cicli (N) di 
amplificazione. 

 

Mix di PCR, vedi Tabella 12. 

 
Termociclo: 
 
1. 95°C         10’ attivazione AmpliTaq Gold 

2. 95°C      30’’ denaturazione 
3. 60°C      30’’ annealing 
4. 72°C      1.0’ elongazione 

5. step 2 per 34 volte 
6. 72°C          7’ elongazione finale 
7. 4°C            for ever 
8. end 

 
Analizzare gli amplificati tramite corsa elettroforetica su gel di Agarosio in TAE 

1X, 0.01% Etidio-Bromuro, a 120V per 45’. 

Scegliere il clone con il frammento inserito in direzione 5’->3’ e procedere 

all’amplificazione ed alla purificazione del vettore tramite maxi prep, come sopra 

descritto. 

 

2.14 Saggio di luciferasi 

Kit: Dual Luciferase Assay (Promega) 

Strumento: Luminometro GLOMAX (Promega) 

 

Passive Lysis Buffer 

Aggiungere un volume di Passive Lysis Buffer (5X) a 4 volumi di BDW. 

Preparare fresco. 

 

Luciferase Assay Reagent II (LAR II) 

Risospendere il liofilizzato Luciferase Assay Substrate in 10 ml di Luciferase 

Assay Buffer II. Fare aliquote da 650 µl e conservare a –80°C. 

Vettore  Sequenze Primer   L (bp) Ta 
(C°) 

Cicli  
(N) 

pGL3 Control 
Vector 

Fw 5’-AGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCG-3’ 
Rv 5’-TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC-3’ 

199 60 35 
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Stop&Glo Reagent 

Aggiungere un volume di Stop&Glo Substrate (50X) a 50 volumi di Stop&Glo 

Buffer. Preparare fresco. 

 
Procedura: 

Dopo 24h dalla trasfezione cellulare (Paragrafo 2.5), eliminare il sovranatante da 

ciascun pozzetto (piastra da 24 pozzetti). 

Fare un lavaggio con 500 µl di PBS. 

Aggiungere 100 µl di Passive Lysis Buffer a ciascun pozzetto. 

Incubare per 15’ a temperatura ambiente in leggera agitazione. 

Raccogliere i lisati cellulari in provette da 1.5 ml e mantenere in ghiaccio. 

Accendere il luminometro ed impostare il seguente programma: 

- Periodo di ritardo pre-misura del campione: 2’’ 

- Periodo di misura del campione: 10’’ 

Aggiungere 100 µl di LAR II a ciascun tubo da 1.5 ml. 

Aggiungere 20 µl di campione al primo tubo ed effettuare la lettura. 

Trascrivere il valore fornito dal luminometro. 

Aggiungere 100 µl di Stop&Glo Reagent, vortexare il campione ed effettuare la 

seconda lettura. 

Trascrivere il valore fornito dal luminometro. 

Eseguire la lettura di tutti i campioni procedendo come sopra.  

 

2.15 Citofluorimetria a flusso 

 
Strumento: FACSAria cell sorter (BD Biosciences) 

 

• Analisi del ciclo cellulare con Propidio Ioduro (PI) 

Materiali: 

Propidio Iodide Solution 1.0 mg/ml (Sigma) 

RNase A (Sigma) 

Etanolo assoluto (Carlo Erba) 
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Procedura: 

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una provetta da 15 ml. 

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT. 

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio con 1 ml di PBS. 

Risospendere le cellule in 1 ml di PBS. 

Aggiungere goccia a goccia 2.5 ml di etanolo assoluto freddo, vortexando il 

campione durante l’aggiunta per non far precipitare le cellule. 

Fissare le cellule per 16h a –20°C. 

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT. 

Fare un lavaggio in PBS. 

Risospendere le cellule in 500 µl di PBS contenenti 100 µg/ml di RNase A e 5 

µl di PI. 

Incubare per 30’ a RT al buio. 

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT. 

Risospendere in 500 µl di PBS. 

Leggere al FACS. 

 

• Analisi dell’apoptosi  

Kit:  Annexin V/Propidium Iodide detection kit (Bender MedSystems). 

 

Procedura: 

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una provetta da 15 ml. 

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT. 

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio con 1 ml di PBS. 

Risospendere le cellule in 1 ml di PBS.  

Contare le cellule con camera di Bunker. 

Risospendere le cellule in PBS ad una concentrazione di 500000 cellule/ml. 

Prelevare 195 µl di sospensione cellulare e trasferirle in una provetta da 1.5 

ml. 

Aggiungere 5.0 µl di anticorpo anti-Anexina marcato con FITC. 

Incubare in theromixer per1h a 22°C, 400rpm. 

Cenrifugare 5’ a 1500 rpm, RT. 

Eliminare il sovranatante. 
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Risospendere il pellet in 190 µl di Binding Buffer (1X) + 10 vl di PI. 

Analizzare al FACS. 

 

2.16 Saggio di invasione cellulare 

 
Materiali: 

ECM gel (Matrigel) (Sigma) 

Boyden blind-well chambers (New Technologies Group) 

Poly-vinyl-pyrrolidone free polycarbonate filters (Neuro Probe) 

Etanolo assoluto (Carlo Erba) 

Giemsa Solution (Sigma) 

 

Procedura: 

Disporre i filtri con la parte opaca rivolta verso l’alto in una piastra Petri. 

Aggiungervi 50 µl di una soluzione acquosa di Matrigel (1.0 mg/ml) e lasciare 

asciugare. 

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una provetta da 15 ml. 

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT. 

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio con 1 ml di PBS. 

Risospendere le cellule in 1 ml di terreno senza siero.  

Contare le cellule con camera di Burker. 

Risospendere le cellule in terreno senza siero ad una concentrazione di 30-50000 

cellule/ml. 

Prelevare 100 µl di sospensione cellulare e trasferirle in una provetta da 1.5 ml. 

Aggiungere alla sospensione cellulare 100 µl di terreno senza siero. 

Aggiungere 35 µl di terreno con 30% FBS nella parte inferiore della cameretta di 

Boyden e posizionare il filtro con la parte ricoperta dal Matrigel rivolta verso 

l’alto. Chiudere la cameretta di Boyden con l’apposito tappo a vite. 

Aggiungere 200 µl della sospensione cellulare nella parte superiore della 

cameretta di Boyden. 

Incubare per 24-48h in incubatore a 37°C, 5% CO2. 
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Smontare le camerette di Boyden, recuperare il filtro e posizionarlo con la parte 

lucida rivolta verso l’alto su di un supporto di polistirolo, fissarlo con un ago da 

siringa.  

Fissare le cellule con etanolo assoluto per 1’ a RT. 

Lavare i filtri con abbondante H2O distillata. 

Diluire 1:10 la soluzione di Giemsa in H2O distillata e filtrare con filtro da 0.2 

µm. 

Ricoprire i filtri con la soluzione di Giemsa ed incubare 20’ a RT. 

Lavare i filtri con abbondante H2O distillata. 

Posizionare i filtri su di un vetrino porta-oggetti con la parte lucida, contenente le 

cellule che hanno migrato, rivolta verso il basso.  

Lasciare asciugare i filtri per 15’ a RT. 

Pulire la parte opaca dei filtri, contenenti le cellule che non hanno invaso lo strato 

di matrice, con un cotton fioc. 

Aggiungere una goccia di montante (DPX Mountant for hystology, Fluka) e 

posizionare un vetrino copri-oggetto sopra il filtro. 

Osservare al microscopio e contare le cellule in 10 campi random ad un 

ingrandimento 25X. 
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CAPITOLO 3 

RISULTATI 
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3.1 Individuazione di un pannello di microRNA deregolati 

nell’epatocarcinoma umano tramite analisi di microarray 

 
Nell’ultimo decennio è stato ampiamente dimostrato il ruolo dei microRNA 

nello sviluppo e nella progressione tumorale (72). Analisi ‘genome-wide’ 

attraverso l’utilizzo di piattaforme microarray hanno evidenziato la presenza di 

firme molecolari di microRNA cancro-specifiche, in grado di differenziare i 

tessuti di natura tumorale dalle loro controparti di tipo normale (40). 

Allo scopo di individuare un pannello di microRNA deregolati nel carcinoma 

epatocellulare, abbiamo eseguito un’analisi di microarray di miRNA su 17 tessuti 

di carcinoma epatocellulare (HCC) e 21 tessuti provenienti da fegato cirrotico 

(CE). Dal momento che, nei paesi occidentali, l’epatocarcinoma insorge nell’80% 

dei casi su di un fegato con cirrosi epatica cronca (73), abbiamo deciso di 

analizzare come gruppo di controllo campioni provenienti da fegato cirrotico e 

non da fegato sano, in quanto più rappresentativi della patologia. Le 

caratteristiche dei pazienti arruolati in questo studio sono elencate in Tabella 16.  
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Tabella 16. Caratteristiche di pazienti con epatocarcinoma arruolati per 
l’analisi di microarray, Northern blot e Real time PCR. 

 
Maschio 45 

Genere 
Femmina 15 
HCV 31 
HCV+BAb 6 
HBV+HCV 5 
HBV 5 
Etanolo 3 
HCV+Etanolo 2 
HBV+Etanolo 1 
Bab 1 

Eziologia1 

Criptogenica 6 
Unifocal 42 

Focalità2 
Multifocal 18 
≤ 3 cm 16 

Dimensioni 
> 3 cm 44 
G1 1 
G2 20 
G3 32 

Grado3 

G4 7 
≤ 20 ng/dL 26 
20-400 ng/dL 19 

Alfa-feto 
proteina4 

> 400 ng/dL 15 
 
1) HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb: anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di 
abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi in cui sono stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, 
emocromatosi, patologia di Wilson, deficienza di α1-anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite 
autoimmune e colangite sclerosante primaria. 
2) Uni-o multifocalità è stata assegnata sulla base di tecniche di imaging precedenti l’intervento 
chirurgico. 
3) Grado di HCC è stato assegnato attraverso i criteri di Edmonson e Steiner’s (74). 
4) Livelli di alfa-fetoproteina sono stati misurati prima dell’intervento. 

 
Per l’analisi del profilo di espressione dei miRNA è stata utilizzta una 

piattaforma microarray contenente 381 sonde per il riconoscimento di 238 

microRNA umani maturi e 143 precursori di miRNA (75). In seguito 

all’ibridazione dei campioni su chip ed all’acquisizione dei dati è stata eseguita 

una complessa analisi statistica tra i due gruppi di campioni posti a confronto 

(vedi Paragrafo 2.2), la quale ha consentito di individuare un pannello di miRNA 

deregolati nell’epatocarcinoma umano. Da tale analisi 35 miRNAs sono risulatati 

essere differenzialmente espressi nei campioni di HCC rispetto ai campioni 

provenienti da fegato cirrotico (Tabella 17).  
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Tabella 17. MicroRNA differenzialmente espressi tra tessuti di HCC e CE. 

 
a. P-value derivante da Analysis of Variance (ANOVA nel software Genespring) 
b. I dati di microarray di HCC, per ogni microRNA, sono stati normalizzati utilizzando il tessuto 
di fegato cirrotico proveniente dallo stesso paziente; se non disponibile, il valore è stato 
normalizzato utilizzando la media dei tessuti di CE. 
 
 

MicroRNA 
  

Simbolo 
  

Mappa 
 

Rapporto 
medio HCC/CE 

(a) 

Regulazione 
Up o Down 

in HCC 

P-value 
(b) 

let-7a-1 MIRNLET7A1  9q22.2 0,68 DOWN 0,0127 

let-7a-2 MIRNLET7A2  11q24.2 0,59 DOWN 0,0136 

let-7a-3 MIRNLET7A3 22q13.3 0,63 DOWN 0,0160 

let-7b MIRNLET7B 22q13.3 0,74 DOWN 0,0149 

let-7c MIRNLET7C 21q11.2 0,62 DOWN 0,0193 

let-7d MIRNLET7D 9q22.2 0,66 DOWN 0,0168 

let-7d MIRNLET7D 9q22.2 0,70 DOWN 0,0307 

let-7e MIRNLET7E 19q13.4 0,77 DOWN 0,0245 

let-7f-2 MIRNLET7F2 Xp11.2 0,70 DOWN 0,0356 

let-7g MIRNLET7G 3p21.3 0,71 DOWN 0,0307 

miR-122a MIRN122A 18q21 0,63 DOWN 0,0135 

miR-124a-2 MIRN124A2 8q12.2 0,69 DOWN 0,0135 

miR-130a MIRN130A 11q12 0,50 DOWN 0,0339 

miR-132 MIRN132 17p13.3 0,75 DOWN 0,0152 

miR-136 MIRN136 14q32 0,58 DOWN 0,0191 

miR-141 MIRN141 12p13 0,74 DOWN 0,0389 

miR-142 MIRN142 17q23 0,51 DOWN 0,0082 

miR-143 MIRN143 5q32-33 0,72 DOWN 0,0127 

miR-145 MIRN145 5q32-33 0,53 DOWN 0,0126 

miR-146 MIRN146A 5q34 0,59 DOWN 0,0439 

miR-150 MIRN150 19q13 0,47 DOWN 0,0101 

miR-155(BIC) MIRN155 21q21 0,57 DOWN 0,0168 

miR-181a-1 MIRN213 1q31.2-q32.1 0,68 DOWN 0,0439 

miR-181a-2 MIRN181A 9q33.1-34.13 0,64 DOWN 0,0439 

miR-181c MIRN181C 19p13.3 0,67 DOWN 0,0339 

miR-195 MIRN195 17p13 0,75 DOWN 0,0307 

miR-199a-1-5p MIRN199A1 19p13.2 0,45 DOWN 0,0100 

miR-199a-2-5p MIRN199A2 1q24.3 0,43 DOWN 0,0082 

miR-199b MIRN199B 9q34 0,49 DOWN 0,0082 

miR-200b MIRN200B 1p36.33 0,69 DOWN 0,0120 

miR-200b MIRN200B 1p36.3 0,74 DOWN 0,0135 

miR-214 MIRN214 1q23.3 0,59 DOWN 0,0124 

miR-221 MIRN221 Xp11.3 1,49 UP 0,0339 

miR-223 MIRN223 Xq12-13.3 0,44 DOWN 0,0135 

pre-mir-594 MIRN594 7q34 0,55 DOWN 0,0500 
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Utilizzando questo pannello di miRNA deregolati nell’HCC, è stata effettuata 

un’analisi di raggruppamento gerarchico la quale ha consentito di ottenenere una 

buona separazione tra i campioni di HCC e di CE (Figura 10). In particolare sono 

emersi due gruppi principali di raggruppamento, uno rappresentato in prevalenza 

da campioni di HCC e l’altro da campioni di fegato cirrotico. Qualche campione 

di HCC e di CE è stato incluso nel raggruppamento sbagliato, probabilmente a 

causa del fatto che i campioni analizzati tendono a raggrupparsi sulla base del 

profilo individuale del paziente invece che sulla base del tipo di tessuto. I 

campioni di HCC inclusi nei 2 differenti raggruppamenti non mostrano differenze 

significative di eziologia, focalità, dimensioni, grado ed espressione di alfa-

fetoproteina (AFP), un marcatore circolante di carcinoma epatocellulare. 

Sofisticate analisi statistiche hanno consentito di evidenziare che la firma 

molecolare di miRNA è in grado di predire correttamente la maggior parte dei 

campioni di HCC e di CE, con un’accuratezza dell’86% (algoritmo PAM) (70) e 

del 91% (algoritmo SVM) (71). 
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Figura 10. Classificazione di tessuti di HCC e CE in base alla signature di 
35 miRNA. File: microRNA. Colonne: campioni biologici. Per ogni miRNA, 
il colore rosso significa un valore di espressione più alto del valore di 
espressione medio tra tutti i campioni, mentre verde significa un valore di 
espressione più basso. Nella barra in basso i campioni di HCC sono 
rappresentati con un quadrato blu, mentre le CE con un quadrato azzurro. 

 

 

3.1.1 Validazione dell’analisi di microarray tramite Northern blot 

 
Allo scopo di validare i dati ottenuti dall’analisi di microarray e di ampliare la 

casistica dei pazienti sottoposti a resezione epatica per HCC, sono state utilizzate 

due tecnologie alternative, Northern blot e Real time PCR. Entrambe le 

metodologie utilizzate sono in grado di quantificare, in maniera relativa, i livelli 

di espressione dei microRNA maturi all’interno di campioni biologici. 

Per la validazione dei dati di microarray abbiamo scelto tre miRNA de-

regolati nell’HCC (miR-221, let-7a-1, miR-122). In particolare, dall’analisi di 

microarray il miR-122 e let-7a-1 risultavano essere sotto-espressi nei campioni di 
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HCC rispetto ai campioni di CE, mentre il miR-221 risultava sovra-espresso nei 

campioni di HCC. Tra i 35 miRNA della signature, abbiamo deciso di analizzare 

questi tre miRNA per le seguenti ragioni: il miR-122 rappresenta il 70% di tutti i 

microRNA espressi nel fegato ed è in grado di modulare l’espressione del virus 

dell’epatite C (HCV) (55), il miR-221 e let-7a sono deregolati anche in altri tipi di 

tumore umano (62, 76). 

L’analisi di Northern blot, eseguita su di una serie di 40 tessuti di HCC e 

circostante fegato cirrotico (Tabella 16), ha confermato i risultati ottenuti tramite 

microarray. I casi analizzati sia tramite microarray che Northern blot hanno 

mostrato un identico profilo di espressione dei miRNA in esame. Inoltre, l’analisi 

di Northern blot ha rivelato una sovra-espressione del miR-221 nell’ 83% dei casi 

di HCCs se confrontati con i corrispondenti campioni di cirrosi epatica, mentre ha 

mostrato una sotto-espressione di let-7a-1 e miR-122 nel 70% dei campioni di 

HCC. Una selezione dei campioni analizzati trmite Northern blot è mostrata in 

Figura 11.  
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Figura 11. Risultati rappresentativi dell’analisi di Northern blot di let-7a, 
miR-122 e miR-221. Analisi effettata su 8 campioni di HCC e circostante CE. 

 
 

3.1.2 Validazione dell’analisi di microarray tramite Real time PCR 

 
I livelli di espressione degli stessi tre microRNA validati tramite analisi di 

Northern blot sono stati valutati tramite Real time PCR con TaqMan microRNA 

assay su 38 campioni di HCC e CE (Tabella 16). I risultati di tale analisi hanno 

confermato la sotto-espressione di miR-122 and let-7a e la sovra-espressione di 

miR-221 nei campioni di HCC quando confrontati con i rispettivi campioni di CE 

(Tabella 18).  

 

CE CE CE CE 

CE CE CE CE 

CE CE CE CE 
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Tabella 18. Espressione di microRNA in HCC e CE valutata tramite analisi 
di Real time PCR e microarray. La media dei valori è riportata. I p-value 
riportati sono stati calcolati tramite t-test. 
 

Real-Time Microarray 
miR  CE HCC HCC/CE p-value CE HCC HCC/CE p-value 

miR-122 0,71 0,35 0,49 0,00956 0,99 0,63 0,63 0,00352 

miR-221 0,65 1,23 1,89 0,00536 1,01 1,52 1,49 0,0312 

let-7a-1 2,35 1,42 0,60 0,00918 1,02 0,69 0,68 0,00869 

 

 

3.2 Studio del ruolo biologico del microRNA-122: regolazione della ciclina 

G1 in linee cellulari di epatocarcinoma 

 
Terminata la validazione dei dati di microarray, abbiamo eseguito un’analisi 

funzionale per caratterizzare il ruolo bio-patologico dei microRNA nel processo 

di epatocarcinogenesi. 

Abbiamo inizialmente focalizzato la nostra attenzione sul miR-122, il quale 

risultava sotto-espresso nel 70% dei campioni provenienti da tessuto neoplastico 

rispetto ai campioni provenienti dal fegato cirrotico circostante. Il miR-122 è un 

microRNA epato-specifico, infatti rappresenta il 70% circa di tutti i miRNA 

espressi nel fegato (77). Dati di letteratura riportano il ruolo del miR-122 nella 

regolazione di importanti vie metaboliche quali la biosintesi del colesterolo ed il 

metabolismo lipidico (53, 54) ed il ruolo nella modulazione della replicazione del 

virus dell’epatite C (HCV), tramite appaiamento ad una sequenza complementare 

presente nella porzione 5’ dell’RNA virale (55). 

Poiché l’individuazione di geni regolati dai microRNA è uno step necessario 

per studiare la loro funzione biologica ed il loro coinvolgimento nel processo di 

carcinogenesi, abbiamo eseguito un’iniziale analisi bio-informatica al fine di 

individuare putativi geni bersaglio del microRNA-122. In particolare, per la 
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predizione di ipotetici geni target ci siamo avvalsi di algoritmi predittivi quali 

miRanda, TargetScan e PicTar. Successivamente, tramite l’utilizzo del software 

MatchMiner abbiamo eseguito un’analisi di intersezione degli out-put provenienti 

da due o più algoritmi al fine di individuare i bersagli molecolari più significativi 

e con un valore predittivo più elevato. Tra gli RNA messaggeri (mRNA) regolati 

dal miR-122, il gene della ciclina G1 (CCGN1) risultava un out-put sia 

dell’algoritmo PicTar che di TargetScan (Figura 12A).  

La ciclina G1 è stata inizialmente scoperta come un nuovo membro della 

famiglia delle cicline con omologia al gene c-src e, successivamente, è stata 

identificata come bersaglio trascrizionale di p53, possedendo due siti di legame 

per questo fattore di trascrizione (78, 79). Inoltre, la ciclina G1 esercita una 

regolazione a feedback negativo sulla proteina p53 attraverso il reclutamento della 

subunità β’ della fosfatasi 2a (PP2A) determinando la defosforilazione di Mdm-2 

(80). Ad oggi, il ruolo preciso della ciclina G1 sulla crescita cellulare è ancora 

controverso (81). Alcuni studi, basati sull’osservazione che la sovra-espressione 

della ciclina G1 aumenta la crescita cellulare di cellule cancerose e che il suo 

silenziamento determina arresto della crescita (82), riportano un’attività di 

promozione della proliferazione cellulare da parte della ciclina G1. In linea con 

questi dati, la sovra-espressione della ciclina G1 è stata ritrovata in numerosi 

tumori umani tra cui l’osteosarcoma, il cancro della mammella ed il leiomioma 

(82-84). Al contrario, l’induzione della ciclina G1 in seguito a danno al DNA ed il 

suo ruolo nell’arresto del ciclo cellulare nella fase G2/M suggeriscono una 

possibile attività di inibizione della crescita da parte della ciclina G1 (85, 86). 

Uno studio recente indica che il ruolo della ciclina G1 nel processo di 

proliferazione cellulare è dipendente dai livelli di espressione della proteina stessa 
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(87), fornendo una possibile spiegazione ai controversi dati riportati in letteratura. 

In aggiunta, è stato precedentemente dimostrato che topi knock-out per la ciclina 

G1 successivamente trattati con un potente epato-carcinogeno, N-dietil-

nitrosamina, mostrano una ridotta incidenza di tumori, probabilmente dovuta ad 

un’incrementata attività di p53 (88). 

Alla luce di questi dati ed al fine di caratterizzare il meccanismo di 

regolazione della ciclina G1 da parte del miR-122, abbiamo analizzato tramite 

Northern blot e Real time PCR l’espressione del miR-122 in 4 linee di HCC: 

Hep3B, SNU182, SNU398 e SNU449. Entrambe le tecniche hanno mostrato 

un’assenza di espressione costitutiva del miR-122 in tutte e quattro le linee 

cellulari testate; i livelli di miR in tali linee sono risultati infatti non rilevabili 

quando confrontati con un campione di riferimento rappresentato da tessuto 

proveniente da fegato sano (FS) (Figura 12B, C). Inoltre, abbiamo analizzato 

tramite Western blot i livelli proteici di ciclina G1 nelle stesse quattro linee ed 

abbiamo osservato un’elevata espressione basale della ciclina G1 in tutte le linee 

cellulari analizzate (Figura 12D). Abbiamo quindi selezionato le linee Hep3B e 

SNU449 per i successivi saggi funzionali. 
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Figura 12. La ciclina G1 è un ipotetico target del miR-122. (A) Ipotetico 
sito bersaglio del miR-122 nella regione 3’UTR della ciclina G1 (CCGN1), 
come predetto dall’algoritmo TargetScan. (B) Analisi Northern blot del miR-
122 su 4 linee di HCC e su un campione di fegato sano (FS). La sonda 
U6RNA è stata utilizzata come gene housekeeping. (C) Analisi di Real time 
PCR del miR-122. La sonda U6RNA è stata utilizzata come gene 
housekeeping. Nell’asse delle ordinate è riportato il valore di 2(-δδCt) in scala 
lineare. Un pool di tre FS è stato utilizzato come campione di riferimento per 
il calcolo del δδCt. Ogni campione è stato analizzato in triplicato. Nel grafico 
è riportato il valore medio e la deviazione standard (SD) di ciascun campione. 
(D) Analisi Western blot della ciclina G1 su linee di HCC e un FS. La β-
actina è stata utilizzata come gene housekeeping per la normalizzazione dei 
campioni. 
 

 

In particolare, al fine di studiare la regolazione dell’espressione genica della 

ciclina G1 da parte del miR-122 abbiamo trasfettato entrambe le linee con un 

oligonucleotide precursore del miR-122 (pre-miR-122) o con un oligonucleotide 

di controllo (NC) ed abbiamo analizzato la variazione dei livelli di ciclina G1 

tramite Western blot. Dopo 24h dalla trasfezione, abbiamo misurato i livelli di 

miR-122 tramite Real time PCR in entrambe le linee trasfettate. Come mostrato in 
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Figura 13A, i livelli di miR nelle cellule trasfettate con il miR-122 risultano simili 

a quelli del fegato sano, perciò il ripristino dei livelli di miR-122 in vitro porta al 

ripristino dei livelli fisiologici del miR-122. La trasfezione del miR-122 in Hep3B 

e SNU449 ha determinato una riduzione dei livelli di espressione della ciclina G1 

del 55% e 25%, rispettivamente (Figura 13B). 

Per determinare se il predetto sito del miR-122 presente nel 3’UTR della 

ciclina G1 (CCGN1) era effettivamente responsabile della sua regolazione, 

abbiamo clonato un’ampia porzione del 3’UTR di ciclina G1, contenente la 

regione complementare al miR-122, a valle del gene reporter presente nel vettore 

pGL3. Abbiamo nominato tale vettore ricombinante pGL3-CCGN1 e l’abbiamo 

utilizzato in esperimenti di co-trasfezione con il miR-122 o con un controllo 

negativo nelle cellule Hep3B. Il vettore pRL-TK, contenente il gene di Luciferasi 

di Renilla, è stato utilizzato come vettore di controllo per la normalizzazione 

dell’attività luciferasica con il saggio Dual Luciferase assay (Promega). Come 

mostrato in figura 13C, l’attività luciferasica è diminuita di 2 volte nelle cellule 

co-trasfettate con il miR-122 (miR) rispetto alle cellule trasfettate con il vettore da 

solo (p=0.0008, t test) e di 1.5 volte rispetto alle cellule co-trasfettate con il 

controllo negativo (NC) (p=0.0038, t test). Presi insieme, tali dati dimostrano che 

la ciclina G1 è un bersaglio diretto del miR-122 nelle linee cellulari di HCC. 
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Figura 13. La ciclina G1 è un target del miR-122. (A) Analisi di Real time 
PCR del miR-122 in Hep3B e SNU449 trasfettate con il miR-122 o con un 
controllo negativo (NC). Il campione di fegato sano (FS) è stato utilizzato 
come campione di riferimento per i livelli fisiologici di miR-122. La sonda 
U6RNA è stata utilizzata come gene housekeeping. Nell’asse delle ordinate è 
riportato il valore di 2-(δδCt) in scala lineare. Ogni campione è stato analizzato 
in triplicato. Nel grafico è riportato il valore medio e la deviazione standard 
(SD) di ciascun campione. (B) Analisi di Western blot della ciclina G1 
(CCGN1) nelle linee Hep3B e SNU449 trasfettate con miR-122 (miR) o con il 
controllo negativo (NC). La β-actina è stata utilizzata come gene 
housekeeping. (C) Saggio di luciferasi nelle cellule Hep3B. L’attività 
luciferasica del vettore pGL3-CCGN1 è significativamente ridotta in presenza 
del miR-122 (miR) rispetto al controllo negativo (NC) o al vettore da solo. 
L’attività di luciferasi di Lucciola è stata normalizzata con l’attività di 
luciferasi di Renilla contenuta nel vettore pRL-TK. Ogni campione è stato 
analizzato in triplicato in due esperimenti diversi. Colonne: valore medio; 
barre: deviazione standard. 
 

 

Successivamente, i livelli di espressione del miR-122 e del suo bersaglio, 

ciclina G1, sono stati analizzati in campioni provenienti da HCC e da tessuto 

cirrotico circostante la neoplasia. L’analisi ex vivo ha mostrato la presenza di una 

correlazione inversa tra miR-122 e ciclina G1 in campioni di HCC (Figura 14). 

Tale dato suggerisce che il miR-122 potrebbe giocare un ruolo importante nella 
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regolazione dei livelli di ciclina G1 nel tessuto epatico ed avere un ruolo chiave 

nel processo di epatocarcinogenesi. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 14. Correlazione inversa tra ciclina G1 e miR-122 in tumori 
primari di HCC. I livelli di miR-122 nei campioni di HCC sono stati 
analizzati tramite Northern blot e normalizzati sulla base dei livelli del gene 
housekeeping U6RNA. I livelli di ciclina G1 sono stati analizzati tramite 
Western blot e normalizzati sulla base del gene housekeeping β-actina. I valori 
percentuale rappresentano l’incremento o la diminuzione di miR-122 e della 
ciclina G1 nei campioni di HCC rispetto al circostante fegato cirrotico (LC).  

 

 
3.2.1 Il microRNA-122 regola l’espressione e la stabilità di p53 attraverso la 

modulazione di ciclina G1 

 

Dati di letteratura dimostrano che la ciclina G1, attraverso il reclutamento 

della fosfatasi 2a (PP2A), è in grado di regolare negativamente la stabilità della 

proteina p53 (80). Sulla base di queste osservazioni, abbiamo deciso di 

investigare il ruolo del miR-122 nella modulazione di p53 in linee cellulari 

derivate da epatocarcinoma. 

La linea cellulare HepG2 è stata selezionata per la sovra-espressione del miR-

122 in quanto non esprime tale miR a livello basale, mentre possiede un’isoforma 

wild-type di p53 ed alti livelli proteici di ciclina G1 (Figura 15A, B). Quarantotto 

ore dopo la trasfezione, l’espressione del miR-122 è stata valutata tramite Real 

time PCR e paragonata a quella di tessuti provenienti da fegato sano, HCC e 

Ciclina 

β-actina 
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fegato cirrotico. Le cellule trasfettate mostrano livelli di miR-122 paragonabili a 

quelli del fegato sano (5.5 verso 4.7, rispettivamente), mentre le cellule trasfettate 

con il controllo negativo, mostrano livelli non rilevabili di miR-122 (Figura 

15A). Al contrario, il silenziamento del miR-122 è stato eseguito nella linea 

cellulare Huh-7 in quanto essa è l’unica linea di HCC che esprime 

costitutivamente il miR-122 (55) in presenza di bassi livelli di ciclina G1 (Figura 

15A, B). Inoltre, la linea cellulare Huh-7 possiede un’isoforma mutata della 

proteina p53, come nel 30% dei casi di HCC (89). Una riduzione di 3.2 volte dei 

livelli di miR-122 è stata osservata dopo trasfezione delle cellule Huh-7 con 

l’anti-miR-122 quando confrontato con cellule trasfettate con un oligonucleotide 

di controllo (Figura 15A).  

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espressione del miR-122 in linee cellulari e campioni di HCC. 
(A) Real time PCR del miR-122 in cellule trasfettate, campioni provenienti da 
fegato sano, HCC e fegato cirrotico (LC) di due pazienti (Tabella 19, N° 1 e 
24). I pool di HCC e LC si riferiscono a pool di 4 campioni di HCC e di LC 
(Tabella 19, N°: 5, 21, 38 e 56). Il gene U6RNA è stato utilizzato come gene 
housekeeping. Nell’asse delle ordinate è riportato il valore di 2(-δδCt) in scala 
lineare.Ogni campione è stato analizzato in triplicato. Colonne: valore medio; 
Barre: deviazione standard. (B) Analisi Western blot per la ciclina G1 sulle 
linee Huh-7 e HepG2. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I 
valori riportati indicano il rapporto tra il valore di densitometria della ciclina 
G1 e quello della β-actina. 

Ciclina G1 

β-actina 
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In seguito abbiamo valutato tramite analisi diWestern blot i livelli di 

espressione della ciclina G1 in seguito a trasfezione delle cellule col miR-122. 

Una diminuzione di 2.0 volte dei livelli di espressione della ciclina G1ed un 

incremento dei livelli proteici di p53 pari a 2.1 volte è stato osservato nelle cellule 

HepG2 trasfettate con il miR-122 rispetto alle cellule trattate con un 

oligonucleotide di controllo (NC) (Figura 16A). Al contrario il silenziamento del 

miR-122 nelle cellule Huh-7 ha portato ad un incremento di 2.2 volte dei livelli di 

espressione della ciclina G1 (Figura 16B). L’espressione di p53 non è stata 

analizzata poichè le cellule Huh-7 esprimono un’isoforma mutata di p53 cheporta 

ad accumulo della stessa a livello nucleare. 

Per verificare che la ciclina G1 fosse direttamente responsabile della 

modulazione di p53 in seguito a trasfezione del miR-122, abbiamo silenziato il 

gene della ciclina G1 attraverso due differenti sequenze di small interfering RNA 

(G1/238 e G1/832 siRNA) nella linea cellulare HepG2. La figura 16C mostra una 

significativa diminuzione dei livelli di mRNA della ciclina G1 in seguito a 

trasfezione con entrambi i siRNA G1/238 e G1/832. Il silenziamento della ciclina 

G1 attraverso due diverse sequenze nucleotidiche dimostra che la sua regolazione 

è specifica e non dovuta ad effetto ‘off-target’. Abbiamo scelto il siRNA G1/832 

per i successivi esperimenti in quanto esso si è dimostrato più efficace nel 

silenziamento della ciclina G1. Il silenziamento di ciclina G1 nelle cellule HepG2 

ha portato ad una diminuzione di 1.5 volte dei livelli proteici di ciclina G1 ed un 

aumento di 1.4 volte nei livelli della proteina p53 (Figura 16D). Presi insieme, 

questi dati suggeriscono che, attraverso la regolazione di ciclina G1, il miR-122 

modula l’espressione di p53. 



 95

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano l’espressione di p53. (A, B) 
Analisi di Western blot di ciclina G1 e p53 in seguito a trasfezione con il miR-
122 o l’anti-miR-122 in cellule HepG2 e Huh-7. (C) Analisi di RT-PCR in 
seguito a silenziamento con G1/238 e G1/832 siRNA o controllo negativo 
(Scramble) in cellule HepG2. (D) Analisi di Western blot di ciclina G1 e p53 
in seguito a silenziamento con G1/832 siRNA in cellule HepG2. La β-actina è 
stata utilizzata come gene housekeeping sia nell’analisi di WB che di RT-
PCR. I valori riportati indicano il rapporto tra il valore di densitometria della 
ciclina G1, di p53 e quello della β-actina. 

 
 

Poiché la fosforilazione di p53 a livello del residuo aminoacidico Ser-20 

modula l’interazione con l’inibitore Mdm-2, aumentando l’emivita e l’attività 

trascrizionale di p53 (90), abbiamo testato l’effetto del miR-122 e della ciclina G1 

sui livelli di fosforilazione della Ser-20. L’analisi di Western blot ha mostrato un 

aumento della fosforilazione della Ser-20 nelle sia cellule HepG2 trasfettate col 

miR-122 che in quelle silenziate per la ciclina G1 (5.0 e 3.0 volte, 

rispettivamente) (Figura 17A). Per valutare il ruolo del miR-122 e della ciclina 

G1 sull’attività trascrizionale di p53, abbiamo misurato l’attività luciferasica di un 

vettore reporter contenente elementi responsivi a p53 (pp53-TA-luc) in seguito a 

co-trasfezione col miR-122 o con il siRNA G1/832 per la ciclna G1 nella linea 

B 
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cellulare HepG2. Un aumento significativo (p<0.01, t-test) dell’attività 

luciferasica è stato osservato sia nelle cellule sovra-esprimenti il miR-122 che in 

quelle silenziate per la ciclina G1 (2.6 e 1.5 volte, rispettivamente), rispetto alle 

cellle co-trasfettate con oligonucleotidi di controllo (Figura 17B). Per confermare 

l’aumento di attività trascrizionale di p53, abbiamo valutato l’espressione degli 

mRNA di due geni target di p53, Bax e Puma. Come mostrato in Figura 17C, 

entrambi i target trascrizionali di p53 risultano sovra-espressi sia nelle cellule 

trasfettate col miR-122 che in quelle silenziate per la ciclina G1. Presi insieme, 

questi dati dimostrano che il miR-122 induce l’aumento dell’attività trascrizionale 

di p53, almeno in parte, attraverso la regolazione della ciclina G1. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano l’attività trascrizionale di 
p53. (A) Analisi di Western blot di fosfo-p53 (Ser-20) in HepG2 trasfettate 
col miR-122, con G1/832 siRNA o con controlli negativi (NC, Scramble). La 
β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori riportatoi indicano 
il rapporto tra il valore di densitometria di fosfo-p53 e quello di β-actina. (B) 
Le cellule HepG2 sono state co-trasfettate con vettore responsivo a p53 
(pp53TA-luc) o vettore vuoto (pTA-luc) in presenza di miR-122, G1/832 
siRNA o controlli negativi. L’attività di luciferasi è stata valutata 24h dopo la 
trasfezione. I risulati sono riportati come rapporto dell’attività luciferasica 
delle cellule trasfettate con pp53TA-luc rispetto a quelle trasfettate con pTA-
luc. Colonne: valore medio di due esperimenti indipendenti; Barre: deviazione 
standard. (C) Analisi di RT-PCR di Bax e Puma in seguito a sovra-
espressione del miR-122 o silenziamento con G1/238 siRNA in cellule 
HepG2. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. 
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Da notare che l’aumento di p53 in seguito alla trasfezione col miR-122 è più 

elevato rispetto a quello indotto dal silenziamento della ciclina G1. Questo dato 

suggerisce che il miR-122 possa regolare l’espressione di più di un gene bersaglio 

appartenente al pathway di p53. Abbiamo quindi eseguito un’analisi bio-

informatica (attraverso l’algoritmo miRanda), la quale ha consentito di 

individuare la subunità regolatoria β’, isoforma-β (PPP2R5B), della fosfatasi 2a 

(PP2A) come ipotetico gene bersaglio del miR-122. Dati di letteratura riportano 

che l’associazione della ciclina G1 con la subunità β’ della PP2A promuove la de-

fosforilazione del repressore di p53, Mdm-2 (91, 92); perciò, una diretta 

regolazione della subunità regolatoria di PP2A da parte del miR-122 potrebbe 

aumentare l’effetto mediato dalla ciclina G1. La figura 18 mostra l’aumento dei 

livelli di p53 sia dopo il silenziamento della subunità PPP2R5B che in seguito alla 

trasfezione col miR-122 (2.4 e 1.9 volte, rispettivamente). Questi dati 

suggeriscono che l’inibizione di ciclina G1 e di PPP2R5B da parte del miR-122 

contribuiscono entrambe alla modulazione dell’espressione di p53. Ulteriori studi 

saranno necessari per elucidare i meccanismi molecolari attraverso cui il miR-122 

regola l’espressione di PPP2R5B.  

 

 

 

 

 
Figura 18. La subunità PPP2R5B regola l’espressione di p53 nella linea 
HepG2. Analisi di Western blot per 53 e PPP2R5B in seguito a trasfezione 
con miR-122, PPP2R5B siRNA o controlli negativi (NC, Scramble) in cellule 
HepG2. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori 
riportati indicano il rapporto tra il valore di densitometria di fosfo-p53, di 
PPP2R5B e quello della β-actina.  
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3.2.2 Il microRNA-122 e la ciclina G1 regolano il ciclo cellulare e l’invasione 

della linea cellulare HepG2 

 

Un’attenta osservazione al microscopio delle cellule HepG2 in seguito a 

trasfezione col miR-122 o al silenziamento della ciclina G1 ha evidenziato una 

diminuita crescita cellulare ed una variazione della morfologia, con cellule più 

allungate e con protrusioni citoplasmatiche. Queste osservazioni hanno suggerito 

che il silenziamento della ciclina G1 mediata dai siRNA o dal miR-122 modifica 

il fenotipo cellulare della linea HepG2 (Figura 19A). Abbiamo perciò analizzato 

la distribuzione delle cellule nelle differenti fasi del ciclo celulare attraverso 

analisi di citofluorimetria (FACS). Un aumento del 20% della popolazione 

cellulare nella fase G1 ed una diminuzione delle cellule nella fase G2/M è stato 

osservato in seguito a trasfezione con miR-122 o silenziamento di ciclina G1 

(Figura 19B). La diminuzione delle cellule nella fase G2/M è in accordo con 

precedenti dati di letteratura che descrivono la regolazione del check-point G2/M 

da parte della ciclina G1(85). 
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Figura 19. Il miR-122 e la ciclina G1 influenzano la morfologia ed il ciclo 
cellulare della linea HepG2. (A) Analisi al microscopio confocale di cellule 
HepG2 trasfettate con miR-122, ciclina G1 siRNA e controlli negativi (NC, 
Scramble); ingradimento 10X. (B) Analisi del ciclo cellulare di cellule HepG2 
trasfettate con miR-122, ciclina G1 siRNA e controlli negativi. Colonne: 
valore medio di due esperimenti indipendenti; barre: deviazione standard. 

 

 

Per caratterizzare ulteriormente l’effetto del miR-122 e del suo gene target, 

ciclina G1, nella modulazione del fenotipo delle cellule HepG2 abbiamo 

analizzato la capacità invasiva delle cellule trasfettate con miR-122 o G1/832 

siRNA tramite Matrigel assay. Il saggio di invasione ha mostrato una diminuzione 

del numero di cellule in grado di attraversare lo strato di Matrigel, sia nelle cellule 

trasfettate col miR-122 (1.6 volte, p=0.006, t-test) che in quelle silenziate per la 

ciclina G1 (1.3 volte, p=0.04, t-test) (Figura 20A). Allo scopo di investigare i 

pathway molecolari coinvolti nella modulazione della capacità invasiva delle 

cellule trasfettate con miR-122 o G1/832 siRNA, abbiamo analizzato 

l’espressione della proteina E-caderina, una molecola nota per il suo ruolo nei 

processi adesione tra cellule e nell’invasione cellulare (93). L’analisi di Western 
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blot ha mostrato un aumento dei livelli di espressione della E-caderina nelle 

cellule sovra-esprimenti il miR-122 (1.5 volte), come pure nelle cellule silenziate 

per la ciclina G1 (1.3 volte) (Figura 20B). Poiché non è stata osservata nessuna 

regolazione a livello dell’mRNA di E-caderina, abbiamo ipotizzato un 

meccanismo di regolazione post-trascrizionale. Inoltre, un’analisi bio-informatica 

(algoritmo miRanda) ha evidenziato che PDGF1A e c-Met sono bersagli ipotetici 

del miR-122, suggerendo che tale microRNA potrebbe regolare l’invasione 

attraverso la modulazione di multipli pathway molecolari. Presi insieme, tali dati 

suggeriscono un ruolo attivo del miR-122 sia nella modulazione del ciclo 

cellulare che dell’invasione in linee cellulari derivate da epatocarcinoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano l’invasione della linea 
cellulare HepG2. (A) Matrigel assay di cellule HepG2 trasfettate con miR-
122 o G1/832 siRNA. Quattro campi indipendenti sono stati considerati per la 
conta delle cellule invasive ad un ingrandimento di 25X. Colonne: valore 
medio; barre: deviazione standard. (B) Analisi di Western blot ed RT-PCR per 
la E-caderina in cellule HepG2 trasfettate con miR-122, G1/832 siRNA o 
controlli negativi. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping sia 
nell’analisi di Western blot che di RT-PCR. I valori riportati indicano il 
rapporto tra il valore di densitometria di E-caderina e β-actina. 
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3.2.3 Il microRNA-122 e la ciclina G1 sensibilizzano la linea cellulare HepG2 

al trattamento con Doxorubicina 

 
In seguito alla trasfezione con miR-122 o ciclina G1 siRNA nelle cellule 

HepG2 non è stata osservata alcuna variazione nel processo di morte cellulare 

(conta con Trypan Blue). Nonostante questo, poiché la ciclina G1 è attivata in 

risposta al danno al DNA (86), abbiamo investigato la modulazione della 

sensibilità al trattamento con il chemioterpico Doxorubicina delle cellule HepG2 

in seguito a sovra-espressione del miR-122 o silenziamento della ciclina G1. 

Abbiamo scelto la Doxorubicina poiché al momento è il farmaco anti-neoplastico 

più utilizzato nel trattamento dell’HCC in stadio intermedio-avanzato. Inoltre la 

Doxorubicina induce morte cellulare per apoptosi in maniera sia p53 dipendente 

che indipendente (94), abbiamo quindi testato entrambe le linee cellulari HepG2 e 

Huh-7 che differiscono per lo status di p53 e l’espressione del miR-122. Le 

cellule HepG2 sono state trasfettate sia con il miR-122 che con il siRNA contro 

ciclina G1 e sottoposte per 24h a trattamento con Doxorubicina. L’analisi al 

FACS per l’Anexina V ha rivelato un aumento del numero di cellule apoptotiche 

sia nelle cellule trasfettate con il miR-122 (1.3 volte, p=0.001, t-test) che con 

G1/832 siRNA (1.2 volte, p=0.002, t-test) (Figura 21A). Come ulteriore prova, 

abbiamo saggiato tramite Western blot i livelli di espressione della caspasi-3 

attivata ed abbiamo osservato un incremento della sua attivazione sia nelle cellule 

trasfettate col miR-122 che nelle cellule silenziate per la ciclina G1 (1.3 e 3.2 

volte, rispettivamente). Inoltre, l’analisi del target trascrizionale di p53 ad attività 

pro-apoptotica, Puma, ha mostrato un aumento dell’espressione sia nelle cellule 

sovra-esprimenti il miR-122 che in quelle trasfettate con G1/832 siRNA (1.7 e 1.4 
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volte, rispettivamente) (Figura 21B). Poichè la linea cellulare Huh-7 esprime 

costitutivamente il miR-122, questa linea è stata utilizzata per investigare l’effetto 

del silenziamento del miR-122 in seguito a trattamento con Doxorubicina. Nelle 

cellule Huh-7 trattate con anti-miR-122 è stata osservata una diminuzione di 1.2 

volte del numero di cellule apoptotiche (p=0.001, t-test), mentre, in maniera 

simile a quanto osservato nella linea HepG2, il silenziamento della ciclina G1 ha 

portato ad un aumento della suscettibilità delle cellule Huh-7 al trattamento con 

Doxorubicina (1.3 volte, p=0.05, t-test). (Figura 21C). Presi insieme, questi dati 

dimostrano che il miR-122 aumenta la suscettibilità delle cellule di 

epatocarcinoma al trattamento con Doxorubicina attraverso vie molecolari sia p53 

dipendenti che indipendenti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Il miR-122 e la ciclina G1 influenzano la sensibilità alla 
Doxorubicina in linee cellulari di HCC. (A) FACS Anexina V assay in 
cellule HepG2 trasfettate con miR-122 o G1/832 siRNA e trattate con 
Doxorubicina (5.0 µg/ml). (B) Analisi di Western blot per lacaspasi-3 attivata 
e Puma in cellule HepG2 trasfettate con miR-122 o G1/832 siRNA. La β-
actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori riportati indicano il 
rapporto tra il valore di densitometria dei 2 geni e quello della β-actina. (C) 
FACS Anexina V assay in cellule Huh-7 trasfettate con anti-miR-122 o 
G1/832 siRNA e trattate con doxorubicina (5 µg/ml). Colonne: valore medio 
di 3 esperimenti indipendenti; barre: deviazione standard. 
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3.2.4 Il microRNA-122 e la ciclina G1 correlano con variabili clinico-

patologiche di pazienti con epatocarcinoma 

 
Per verificare se i dati ottenuti in vitro potessero avere un significato 

funzionale anche in vivo, abbiamo analizzato l’espressione del miR-122 tramite 

Real time PCR in 57 campioni provenienti da tessuto di HCC e circostante fegato 

cirrotico (Tabella 19). A causa della limitata disponibilità dei pezzi chirurgici, 

l’espressione della ciclina G1 è stata analizzata attraverso analisi di Western blot 

solo in 35 dei 57 campioni di HCC. L’analisi Kaplan-Meier ha rivelato che bassi 

livelli di miR-122 correlano con un ridotto tempo di insorgenza della recidiva 

epatica (TTR) (Figura 22A), viceversa non è stat osservata alcuna correlazione 

statisticamente significativa con i dati di sopravvivenza (Figura 22B). Al 

contrario, bassi livelli di ciclina G1 sono risultati significativamente associati ad 

un aumento della sopravvivenza dei pazienti sottoposti a resezione epatica per 

HCC, ma non con il TTR (Figura 22C, D). Nessuna correlazione è stata osservata 

tra l’espressione del miR-122 o della ciclina G1 ed i livelli di alfa-fetoproteina 

(AFP), le dimensioni del tumore, il grado di focalità, l’eziologia ed il grado isto-

patologico degli epatocarcinomi analizzati. 
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Figura 22. Probabilità di insorgenza della recidiva epatica e 
sopravvivenza in pazienti con HCC. (A, B) Associazione tra i livelli di miR-122 
ed il TTR o la sopravvivenza. Alti e bassi livelli di miR-122 sono stati 
categorizzati in base al valore medio. (C, D) Associazione tra i livelli di ciclina 
G1 ed il TTR o la sopravvivenza. Alti e bassi livelli di ciclina G1 sono stati 
categorizzati in base al valore medio. I log-rank p-value provengono dall’analisi 
di Kaplan-Meier. 
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Tabella 19. Caratteristiche dei pazienti analizzati nello studio del microRNA-

122. 

N. Età Genere Eziologia (1) Focalità 
(2) 

Dimensioni 
(3) 

AFP 
(4) 

Grado (5) 

1 65 M HBV+Ethanol uni 3.0 5.0 G2 
2 52 M None uni 5.0 5.0 G2 
3 70 M HCV uni 4.0 35 G3 
4 65 F HCV uni 3.0 3.0 G3 
5 62 F HCV uni 3.0 76 G3 
6 67 M HCV uni 6.0 3352 G2 
7 77 M HBV-Ab uni 5.0 4.0 G3 
8 70 F Ethanol uni 5.0 537 G3 
9 65 M HCV+Ethanol  uni 3.0 20 G3 
10 80 F HCV uni 5.0 76 G3 
11 59 F HCV uni 6.0 7.0 G4 
12 66 F HCV uni 8.0 9572 G3 
13 68 F None uni 5.5 2.0 G3 
14 59 M HCV uni 5.0 86 G3 
15 82 F HCV uni 7.5 964 G3 
16 60 M Ethanol uni 1.8 156 G2 
17 78 M HCV uni 3.0 9.0 G2 
18 54 M HBV uni 4.0 162 G2 
19 69 M HCV uni 10 390 G3 
20 74 M None uni 11 78 G3 
21 73 M HCV uni 4.5 2 G3 
22 77 M HCV uni 2.2 48 G2 
23 71 F HCV uni 2.0 276 G3 
24 68 M HCV multi 2.5 5.0 G2 
25 81 M HCV uni 3.0 8.0 G3 
26 74 M HCV uni 3.5 2198 G2 
27 74 M HCV+HBV multi 3.0 75 G4 
28 82 M None multi 5.2 4.0 G3 
29 51 M HBV+HCV multi 7.0 1924 G3 
30 79 M HCV multi 10 7.0 G3 
31 70 M HCV multi 2.3 46 G3 
32 72 M HCV multi 3.4 18 G3 
33 70 M None multi 10 11 G2 
34 75 M HCV multi 7.0 9.0 G3 
35 59 M HCV multi 3.0 76 G3 
36 67 M None multi 6.0 18766 G3 
37 65 M HCV multi 6.5 167 G3 
38 76 M HBV-Ab multi 5.0 10000 G4 
39 49 M HBV multi 4.0 2708 G4 
40 53 F HCV multi 4.0 60 G3 
41 62 F HCV multi 3.0 468 G2 
42 79 M HBV multi 7.0 540 G4 
43 68 M HCV multi 8.0 86 G3 
44 65 F HCV multi 7.0 139313 G4 
45 64 M HCV+Ethanol multi 6.5 8 G3 
46 60 M HCV multi 3.2 15 G2 
47 60 M HCV multi 1.3 257 G4 
48 58 M HCV multi 3.0 132 G3 
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49 66 M HCV uni 3.0 58 G2 
50 75 M HCV multi 3.0 63 G3 
51 68 M HCV uni 6.5 131 G3 
52 66 M None uni 15 6 G3 
53 70 F HCV multi 2.5 3 G3 
54 74 F HBV+HCV uni 3.0 186 G2 
55 69 F HCV uni 3.0 453 G2 
56 74 M HCV+HBV-Ab uni 3.0 134 G3 
57 70 M HCV+HBV uni 7.0 500 G4 

 
1) Cause della sottostante patologia epatica: HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb: 
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi in cui sono 
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, emocromatosi, patologia di Wilson, deficienza di α1-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite autoimmune e colangite sclerosante primaria. 
2) Uni-o multifocalità è stata assegnata sulla base di tecniche di imaging precedenti l’intervento 
chirurgico. 
3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm) 
4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurati prima dell’intervento. 
5) Grado di HCC è stato assegnato attraverso i criteri di Edmonson e Steiner’s (74). 
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3.3 Studio del ruolo biologico del microRNA-221: regolazione di 

CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 in linee cellulari di epatocarcinoma 

 
Tra i 35 microRNA deregolati nei tessuti di HCC abbiamo successivamente 

studiato il microRNA-221. Il miR-221 è infatti uno dei pochi microRNA della 

signature ad essere sovra-espresso nel tessuto tumorale rispetto al circostante 

fegato cirrotico, dato che ha fatto ipotizzare ad un ruolo attivo di questo 

microRNA nel processo di epatocarcinogenesi. Inoltre, un aumento 

dell’espressione del miR-221 era stata osservata anche in altri tipi di tumore 

umano quali glioblastoma (95), cancro della vescica (96), tumore papillare della 

tiroide (97) e cancro del pancreas (98), supportando ulteriormente il ruolo pro-

oncogenico di questo microRNA nel processo di tumorigenesi. In aggiunta, la 

sovra-espressione del miR-221 era stata precedentemente associata all’aumentata 

proliferazione di cellule cancerose, probabilmente attraverso la sua capacità di 

regolare la proteina oncogenica c-kit (76) e l’inibitore delle cinasi-ciclina 

dipendenti CDKN1B/p27 (99-102), un importante controllore del ciclo cellulare. 

Allo scopo di studiare il ruolo del miR-221 nel processo di epatocarcinogenesi 

ed al fine di individuare ipotetici geni bersaglio, abbiamo eseguito un’analisi bio-

informatica utilizzando gli algoritmi miRanda, TargetScan e PicTar. Da tale 

analisi, entrambi gli mRNA di CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 sono stati predetti 

da almeno due degli algoritmi utilizzati come ipotetici geni bersaglio del miR-

221; infatti, entrambi presentano uno o più siti complementari alla sequenza del 

miR-221 nelle loro regioni 3’UTR.  

Dati di letteratura riportano la sotto-espressione di CDKN1B/p27 nei tessuti di 

HCC quando confrontati con il circostante tessuto cirrotico. Inoltre, la diminuita 
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espressione di CDKN1B/p27 mostra un rilevante significato prognostico 

nell’epatocarcinoma umano, essendo associata ad uno stadio tumorale avanzato, a 

diminuita sopravvivenza ed insorgenza di recidiva epatica (103). La sotto-

espressione di CDKN1C/p57 nell’HCC è stata anch’essa correlata ad un fenotipo 

tumorale a più elevata aggressività biologica, a stadi tumorali più avanzati, ad uno 

scarso differenziamento, a presenza di invasione portale ed elevata attività 

proliferativa. Inoltre, un basso indice di espressione di CDKN1C/p57 è stato 

associato ad una prognosi peggiore e ad un diminuito tempo di sopravvivenza in 

pazienti curativamente trattati per HCC; suggerendo che la sotto-espressione di 

CDKN1C/p57 potrebbe contribuire alla progressione dell’epatocarcinoma 

attraverso la modulazione della crescita cellulare (104, 105). Il nostro ed altri 

gruppi di ricerca hanno recentemente riportato che circa il 26% degli HCC 

mostrano una perdita della metilazione dell’allele materno nel locus soggetto ad 

imprinting, KvDMR1, situato nel cromosoma 11p15.5 dove si trova il gene 

CDKN1C/p57 (106, 107), e che tale meccanismo è coinvolto nella riduzione 

dell’espressione di CDKN1C/p57 (108). Nonostante questo, in una casistica non 

selezionata di HCC, abbiamo osservato una riduzione dei livelli di CDKN1C/p57 

nell’80% dei casi di HCC, dato che fa ipotizzare all’esistenza di altri meccanismi 

molecolari implicati nella regolazione di CDKN1C/p57 nell’epatocarcinoma 

umano, oltre all’aberrante metilazione genica. Dal momento che la predizione 

bioinformatica ha indicato CDKN1C/p57 come possibile bersaglio del miR-221, 

in questo lavoro di tesi abbiamo investigato la regolazione dei due inibitori del 

ciclo cellulare CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 da parte del miR-221. 

Alla luce di questi dati, per caratterizzare la regolazione dei due inibitori del 

ciclo cellulare da parte del miR-221 abbiamo analizzato tramite Northern blot 
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l’espressione del miR-221 in tre linee cellulari derivate da HCC (Hep3B, SNU398 

e SNU449). Nelle stesse linee cellulari abbiamo successivamente investigato, 

tramite Western blot ed RT-PCR, i livelli di espressione dei due target molecolari, 

CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 (Figura 23). Questa analisi ha mostrato una 

correlazione inversa tra i livelli di espressione del miR-221 ed i livelli proteici di 

entrambi i geni target, mentre non è stata rivelata alcuna correlazione tra il miR-

221 e l’espressione dell’mRNA dei due bersagli molecolari. Tali osservazioni 

fanno ipotizzare ad una regolazione di tipo post-trascrizionale, ed in particolare al 

blocco della traduzione, da parte del miR-221 sui due geni bersaglio.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 23. Correlazione inversa tra miR-221 e ipotetici geni target, 
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27. Analisi di Northern blot del miR-221 in tre 
linee cellulari di HCC. Il gene U6RNA è stato utilizzato come housekeeping. 
Analisi di Western blot ed RT-PCR di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 nelle 
stesse tre linee di HCC. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping 
per la normalizzazione sia dei livelli proteici che di mRNA. 
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Per quel che riguarda la successiva analisi funzionale in vitro, abbiamo 

selezionato la linea cellulare Hep3B sia per l’over-espressione che per il 

silenziamento del miR-221, in quanto tale linea esprime livelli intermedi di miR-

221 rispetto alle altre linee analizzate insieme a livelli piuttosto elevati dei due 

ipotetici geni bersaglio. La trasfezione del miR-221 nelle cellule Hep3B ha 

determinato una diminuzione di 1.8 e 2.6 volte delle bande corrispondenti a 

CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente, quando confrontate con le cellule 

trasfettate con il solo controllo negativo (Negative Control #1 precursor miRNAs) 

(Figura 24A). Al contrario, le cellule Hep3B trasfettate con l’anti-miR-221 hanno 

mostrato un incremento di 1.9 e 1.4 volte nei livelli di espressione di 

CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente, se paragonate alle cellule trattate 

con il controllo negativo (Negative Control #1 miRNA inhibitors) (Figura 24B). 

Inoltre, l’over-espressione del miR-221 è stata effettuata anche sulla linea 

cellulare SNU398, la quale esprime livelli basali molto bassi di miR-221 ed alti 

livelli proteici di CDNK1C /p57e CDKN1B/p27. La trasfezione del miR-221 

nelle cellule SNU398 ha portato ad una diminuzione di 3.4 e 1.9 volte dei livelli 

di espressione di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente, quando 

confrontatae con le cellule trattate con il controllo negativo (Figura 24C). Il 

silenziamento del miR-221 non è stato eseguito sulla linea SNU398 in quanto essa 

esprime livelli costitutivi di miR-221 molto bassi. Abbiamo invece eseguito il 

silenziamento del miR-221 nella terza linea cellulare testata, SNU449, la quale 

esprime livelli costitutivi di miR-221 molto elevati insieme a bassi livelli dei due 

inibitori delle cicline-cinasi dipendenti (CDKI). Le cellule SNU449 trasfettate con 

l’anti-miR-221 hanno mostrato un incremento di 1.3 e 2.0 volte nei livelli proteici 

di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente (Figura 24D). 
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Figura 24. Il miR-221 regola CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 in linee 
cellulari di HCC. (A) Analisi di Western blot di CDKN1C/p57 e 
CDKN1B/p27 nelle cellule Hep3B trasfettate col miR-221. NC: Negative 
Control #1 precursor miRNAs; miR: miR-221. (B) Analisi di Western blot di 
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 nelle cellule Hep3B trasfettate con anti-miR-
221. NCi: Negative Control #1 inhibitor miRNAs; AM: anti-miR-221. (C) 
Analisi di Western blot di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 nelle cellule 
SNU398 trasfettate col miR-221. (D) Analisi di Western blot di CDKN1C/p57 
e CDKN1B/p27 nelle cellule SNU449 trasfettate con anti-miR-221. La β-
actina è stata utilizzata come gene housekeeping. 
 

Poichè la regolazione di CDKN1B/p27 da parte del miR-221 era già stata 

dimostrata in altri tipi di tumore umano (99-102), abbiamo focalizzato la nostra 

attenzione nello studio dell’interazione tra miR-221 e CDKN1C/p57. Per 

dimostrare il legame diretto del miR-221 al sito complementare presente nella 

regione 3’UTR dell’RNA messaggero di CDKN1C/p57 (Figura 25A), abbiamo 

clonato una porzione (295 bp) del 3’UTR di CDKN1C/p57 a valle del gene 

reporter contenuto nel vettore pGL3. Il vettore così costruito è stato nominato 

pGL3-p57 ed è stato utilizzato in esperimenti di co-trasfezione con miR-221, anti-

miR-221 o controlli negativi nelle linee cellulari Hep3B e SNU449. Il vettore 

pRL-TK, contenente il gene di luciferasi di Renilla è stato utilizzato per 

normalizzare le differenze nell’efficienza di trasfezione. L’attività luciferasica 

nelle cellule Hep3B co-trasfettate con il vettore pGL3-p57 ed il miR-221 è 

risultata diminuita del 29% quando paragonata con il Negative Control#1 miRNA 



 112

precursors (NC) (p=0.001, t-test) (Figura 25B). Al contrario, l’attività 

luciferasica del vettore pGL3-p57 nella linea SNU449 in seguito a co-trasfezione 

con anti-miR-221 è risultata aumentata del 27%, quando paragonata con Negative 

Control #1 miRNA inhibitors (NCi) (p=0.0008 at t-test) (Figura 25B). Presi 

insieme, i dati di immunoblot e di saggio di luciferasi dimostrano che i due 

inbitori del ciclo cellulare, CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, sono direttamente 

regolati dal miR-221 in linee cellulari di epatocarcinoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 25. Regolazione diretta di CDKN1C/p57 mRNA da parte del miR-
221. (A) Sito complementare al miR-221 in CDKN1C/p57 3’UTR, come 
predetto dall’algoritmo TargetScan. (B) Saggio di luciferasi in cellule Hep3B 
e SNU449 trasfettate con miR-221, anti-miR-221 e controlli negativi. NCi: 
Negative Control #1 inhibitor miRNAs; AM: anti-miR-221; NC: Negative 
Control #1 precursor miRNAs; miR: miR-221. Ogni campione è stato 
analizzato in triplicato in due esperimenti differenti. Colonne: valore medio; 
Barre: deviazione standard. 
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3.3.1 Il microRNA-221 regola il ciclo cellulare e la crescita in linee cellulari di 

epatocarcinoma 

 
Poichè i due bersagli molecolari del miR-221 sono proteine coinvolte nella 

regolazione del ciclo cellulare, ed in particolare nella transizione G1/S, abbiamo 

analizzato il ruolo del miR-221 nella regolazione della crescita e del ciclo 

cellulare in linee cellulari derivate da HCC. Dopo 24, 48 e 72h dalla trasfezione 

con miR-221 o anti-miR-221, le cellule Hep3B sono state raccolte e contate con 

camera di Burker. A 72h dalla trasfezione, l’over-espressione del miR-221 ha 

determinato un incremento della crescita cellulare di 1.3 volte rispetto alle cellule 

trasfettate con il controllo negativo (p=0.011, t-test), mentre il silenziamento del 

miR-221 ha causato una diminuzione di 1.5 volte nel numero di cellule quando 

confrontato con il controllo negativo (p=0.003, t-test) (Figura 26A). Per 

confermare tale dato, abbiamo eseguito lo stesso esperimento su di una seconda 

linea di HCC, le SNU398, la quale è stata utilizzata per l’over-espressione del 

miR-221, dal momento che esprime livelli basali molto bassi di tale microRNA. 

Dopo 24 e 48h dalla trasfezione del miR-221 è stato registrato un incremento nel 

numero di cellule di 1.5 (p=0.002, t-test) e 1.4 volte (p=0.0006, t-test), 

rispettivamente, in confronto alle cellule trattate con un oligonucleotide di 

controllo (Figura 26B). A 72h dalla trasfezione, l’incremento della crescita 

cellulare delle cellule SNU398 trasfettate con il miR-221 risulta meno evidente, 

probabilmente a causa del raggiungimento della confluenza cellulare all’interno 

del pozzetto.  

In seguito abbiamo eseguito un’analisi citofluorimetrica per investigare la 

distribuzione delle cellule Hep3B nelle diverse fasi del ciclo cellulare in seguito a 
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trasfezione con il miR-221. Tale analisi ha rivelato un incremento significativo 

delle popolazione cellulare nella fase S (1.8 volte; p=0.005, t-test) nelle cellule 

trasfettate col miR-221 rispetto a quello trasfettate con un controllo negativo. Una 

concomitante diminuzione delle cellule in fase G1 è stata osservata nelle cellule 

over-esprimenti il miR-221 (Figura 26C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26. Il miR-221 regola la crescita cellulare di linee cellulari di HCC. 
(A) Curva di crescita delle cellule Hep3B dopo trasfezione con miR-221 e 
antimiR-221. NCi: Negative Control #1 inhibitor miRNAs; AM: anti-miR-
221; NC: Negative Control #1 precursor miRNAs; miR: miR-221. (B) Curva 
di crescita delle cellule SNU398 dopo trasfezione con miR-221. Ogni dato è 
stato ottenuto in triplicato. In grafico sono mostrati i valori medi più le 
deviazioni standard di ogni punto della curva. (C) Analisi del ciclo cellulare 
nella linea Hep3B dopo 72h dalla trasfezione con miR-221. Ogni dato è stato 
ottenuto in duplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard. 
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3.3.2 Correlazione inversa tra il microRNA-221 e i due target molecolari in 

pazienti con epatocarcinoma 

 
I pazienti appartenenti alla casistica analizzata in questo studio sono stati 

selezionati sulla base dei livelli mRNA della proteina CDKN1C/p57. Ovvero, 

sono stati selezionati solo quei pazienti che mostravano livelli di mRNA simili tra 

il tessuto proveniente da HCC e quello proveniente dal fegato cirrotico circostante 

il nodulo. Questo per evitare quel 25-30% di casi di HCC che mostrano 

un’aberrante mutilazione del promotore del gene CDKN1C/p57. Tra i 39 casi 

selezionati inizialmente, solo 35 casi sono stati selezionati per l’analisi di 

correlazione tra miR-221 ed i suoi geni target, in quanto esprimevano livelli molto 

simili di mRNA di CDKN1C/p57 tra HCC e fegato cirrotico. Ventisette dei 35 

casi (77%) hanno mostrato una sotto-espressione della proteina CDKN1C/p57; 

una selezione dei casi è riportato in Figura 27A. Per dimostrare l’esistenza di una 

correlazione inversa tra l’espressione del miR-221 ed i livelli delle proteine 

CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 nei campioni di HCC, abbiamo eseguito un’analisi 

di Real time PCR per la quantificazione del miR-221 ed un’analisi di Western 

blot per la quantificazione dei due CDKI nei 35 tessuti accoppiati di HCC e fegato 

cirrotico (CE). Come mostrato in Figura 27B e C, quando i livelli proteici di 

CDKN1C/p57 and CDKN1B/p27 sono stati graficati contro i livelli di miR-221, è 

stata osservata una correlazione inversa tra i due parametri. Nessuna associazione 

è stata individuata tra i livelli di miR-221 e le cause della cirrosi sottostante il 

nodulo tumorale, in particolare con le infezioni virali, né con il sesso, il grado 

istopatologico ed i livelli di AFP. 
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Figura 27. Correlazione inversa tra il miR-221 e i due CDKI in campioni 
d HCC. (A) Livelli di mRNA e proteina di CDKN1C/p57 in tessuti di HCC e 
circostante fegato cirrotico (CE). Casi rappresentativi analizzati tramite RT-
PCR e Western blot. La ß-actina è stata utilizzata come gene housekeeping sia 
a livello di mRNA che di proteina. I casi sono numerati in accordo alla 
Tabella 20. (B) Correlazione inversa tra miR-221 e CDKN1C/p57 e (C) miR-
221 e CDKN1B/p27 in tessuti di HCC. Ogni dato derivante da campioni di 
HCC è stato normalizzato con il valore della rispettiva cirrosi ed espresso in 
forma logaritmica (log2). Una correlazione statisticamente significativa tra il 
miR-221 ed i livelli proteici di CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 è stata 
osservata (p<0.001 per entrambi i CDKI) usando il two-tailed Pearson test. 
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Tabella 20. Caratteristiche dei pazienti con HCC analizzati nello studio del 
miR-221 e dei due inibitori del ciclo cellulare, CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57. 
 
N. Età Genere Etiology (1) Focalità 

(2) 
Dimensioni 
(cm) (3) 

AFP 
(ng/mL) 
(4) 

Grado (5) 

1 80 F HCV uni 5 76 G3 
2 70 M HCV multi 2.3 46 G3 
3 70 M HCV uni 4.8 95 G3 
4 82 F HCV uni 7.5 67 G2 
5 65 M HCV+Ethanol  uni 3 19.6 G3 
6 75 M HCV multi 5.4 9 G2 
7 59 M HCV+BAb multi 3.8 10 G3 
8 68 M HCV multi 2.5 5 G2 
9 68 F HCV uni 3 9 G3 
10 77 M BAb uni 5 4 G3 
11 81 M HCV uni 3 210 G3 
12 65 M HBV+Ethanol uni 3 5 G2 
13 82 M None multi 5.2 4 G2 
14 74 M HCV+HBV multi 3.4 75 G4 
15 74 M HCV uni 3.5 2198 G3 
16 60 M Ethanol uni 1.8 121 G2 
17 76 M HBV multi 5 10000 G3 
18 75 M None multi 15 6 G3 
19 78 M HCV uni 3 9 G2 
20 60 M HCV multi 1.3 257 G4 
21 74 M None uni 11 78 G3 
22 69 M HCV multi 10 7 G3 
23 65 M HCV multi 6.5 167 G3 
24 68 F None uni 5.5 2 G3 
25 70 M None multi 10 11 G2 
26 64 F HCV multi 3 148 G3 
27 59 M HCV uni 5 86 G3 
28 75 M HCV multi 3 63 G3 
29 73 M HCV uni 4.5 2 G3 
30 82 M None multi 5 4 G3 
31 59 F HCV uni 6 7 G4 
32 51 M HBV+HCV multi 7 1924 G3 
33 78 M HCV multi 4 7 G2 
34 66 F HCV uni 8 9572 G3 
35 67 M None multi 6 18766 G3 
36 68 F HCV uni 4 436 G3 
37 67 M HCV multi 3.5 9 G3 
38 78 M None multi 5.5 7 G4 
39 71 M HCV uni 2.5 69 G2 

1) Cause della sottostante patologia epatica: HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb: 
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi in cui sono 
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, emocromatosi, patologia di Wilson, deficienza di α1-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite autoimmune e colangite sclerosante primaria. 
2) Uni-o multifocalità è stata assegnata sulla base di tecniche di imaging precedenti l’intervento 
chirurgico. 
3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm) 
4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurati prima dell’intervento. 
5) Grado di HCC è stato assegnato attraverso i criteri di Edmonson e Steiner’s (74). 
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3.3.3 Il microRNA-221 regola l’espressione di Bmf in linee cellulari di 

epatocarcinoma 

 
Allo scopo di caratterizzare ulteriormente il ruolo del miR-221 nel processo di 

epatocarcinogenesi, abbiamo focalizzato la nostra attenzione sullo studio di 

molecole coinvolte nel processo di apoptosi. Infatti, l’equilibrio tra segnali 

proliferativi e segnali pro-apoptotici è stato ampiamente studiato in patologie 

epatiche, dove il programma di morte programmata può essere attivato sia 

attraverso il coinvolgimento del recettore Fas(CD95) che dei membri della 

famiglia di Bcl-2 (109-111). A questo riguardo, l’analisi bioinformatica ha 

consentito di individuare tra i target del miR-221 la proteina Bmf (BCcl-2 

modifying factor), un membro pro-apoptotico appartenente alla famiglia di Bcl-2. 

Tale famiglia proteica è composta sia da membri anti-apoptotici (Bcl-2, Bcl-xL, 

Bcl-w, Mcl-1 e A1) che da membri pro-apoptotici comprendenti il gruppo di 

Bax/Bak ed il gruppo delle proteine contenti il dominio BH3 (Bmf, Bim, Bad, 

Bik, Puma, Noxa e Hrk). Quest’ultimo gruppo di proteine monitora il benessere 

cellulare e, quando attivato da segnali extra-cellulari, sequestra i membri anti-

apoptotici della famiglia di Bcl-2 inattivandone la loro funzione e promuovendo 

l’attivazione della morte cellulare per apoptosi. Inoltre, i membri con dominio 

BH3 giocano un ruolo chiave nello sviluppo, nell’omeostasi tissutale, 

nell’immunità e nella soppressione tumorale; composti che mimano le funzioni di 

questo gruppo di proteine risultano perciò promettenti agenti anti-tumorali (112). 

La proteina Bmf è normalmente sequestrata dal complesso della miosina V e della 

catena leggera della dineina 2; tale localizzazione citoscheletrica potrebbe essere 

fondamentale per la risposta a stimoli extra-cellulari e la successiva induzione 
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dell’apoptosi. In seguito ad eventi stressanti come il distacco delle cellule dalla 

matrice extra-cellulare e l’esposizione ad irradiazioni UV, Bmf è rilasciata dal 

complesso citoscheletrico nel citoplasma, dove può legarsi a membri anti-

apoptotici della famiglia di Bcl-2 ed attivare la cascata delle caspasi e 

conseguente morte cellulare (113). La proteina Bmf è stata individuata in molti 

organi, con livelli abbondanti nel pancreas, rene, fegato e tessuto ematopoietico. 

Al momento nessun dato di letteratura è disponibile a riguardo dell’espressione di 

Bmf nell’epatocarcinoma umano. In questo lavoro di tesi abbiamo quindi 

investigato la regolazione di Bmf da parte del miR-221 ed il ruolo del miR nella 

regolazione di pathway pro-apoptotici. 

Il sito del miR-221 nel 3’UTR di Bmf risulta molto conservato tra le varie 

specie animali ed è riconosciuto da tutti e tre gli algoritmi utilizzati (miRanda, 

TargetScan e Pictar) (Figura 28A). Un’ulteriore prova a favore del potenziale 

ruolo del miR-221 nella regolazione di Bmf è data dall’analisi di linee cellulari di 

HCC (HepG2, Hep3B, SNU398 and SNU449), le quali mostrano una correlazione 

inversa tra i livelli di miR-221 ed i livelli della proteina Bmf. Il fatto che non vi 

sia una correlazione tra miR-221 e Bmf mRNA fa ipotizzare ad una regolazione 

di tipo post-trascrizionale, blocco della traduzione, da parte del miR-221 (Figura 

28B-E).  
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Figura 28. Sito del miR-221 nel 3’UTR di Bmf ed analisi di linee cellulari 
di HCC. (A) Sito di legame del miR-221 nel 3’UTR dell’mRNA di Bmf, 
come predetto dall’algoritmo TargetScan. (B) Analisi di Real time PCR del 
miR-221 in linee di HCC. Il gene U6RNA è stato utilizzato come 
housekeeping. (C, D) Analisi di Western blot ed RT-PCR di Bmf in linee 
cellulari di HCC. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I 
valori rappresentano il rapporto tra Bmf e la β-actina. (E) Correlazione inversa 
tra miR-221 e Bmf proteina e tra miR-221 e Bmf RNA nelle linee di HCC. I 
valori di miR-221 e Bmf sono stati espressi in forma logaritmica (log2).  

 

 

Per verificare che il miR-221 regolasse i livelli di espressione di Bmf, 

abbiamo eseguito un’analisi funzionale in vitro su linee di HCC. In particolare, 

abbiamo selezionato la linea Hep3B sia per l’over-espressione che per il 

silenziamento del miR-221, in quanto esprime, tra linee analizzate in questo 

studio, livelli intermedi di miR-221 e bassi livelli della proteina Bmf. Dopo la 

trasfezione con il miR-221 abbiamo osservato una diminuzione di 1.5 volte dei 

livelli di Bmf, mentre in seguito al sileziamento del miR-221 è stato osservato un 

incremento di 1.8 volte dell’espressione di tale proteina (Figura 29A). Per 

confermare tale dato, abbiamo selezionato la linea SNU398 la quale esprime 
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livelli costitutivi molto bassi di tale microRNA insieme ad alti livelli della 

proteina Bmf, per eseguire l’over-espressione del miR-221. La trasfezione del 

miR-221 in tale linea ha portato ad una diminuzione di 1.9 volte nei livelli di 

espressione della proteina Bmf (Figura 29A). Al contrario la linea SNU449 è 

stata selezionata per il silenziamento del miR-221 in quanto esprime i più alti 

livelli di miR-221 ed i più bassi livelli di Bmf. La trasfezione con l’anti-miR-221 

ha determinato un aumento di 2.5 volte dei livelli di espressione della proteina 

Bmf, quando paragonata con la trasfezione di un controllo negativo (Figura 

29A). 

Successivamente, per dimostrare la presenza di interazione diretta tra miR-221 

e Bmf mRNA, abbiamo clonato una porzione del 3’UTR di Bmf a valle di un 

gene reporter nel vettore pGL3 (pGL3-BMF). Tale vettore è stato co-trasfettato 

nella linea Hep3B insieme al miR-221, all’antimiR-221 o a controlli negativi. 

L’attività di luciferasi del vettore pGL3-Bmf è risultata significativamente 

diminuita in presenza di miR-221 (p=0.0001, t-test) e significativamente 

aumentata in presenza di anti-miR-221 (p=0.00001 at t-test), quando paragonata 

con cellule co-trasfettate con il controllo negativo (Figura 29B). Presi insieme, 

questi dati dimostrano che Bmf è un bersaglio diretto del miR-221 in linee 

cellulari di HCC. 
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Figura 29. Bmf è un bersaglio diretto del miR-221. (A) Esperimenti di 
trasfezione ed analisi di Western blot nelle linee Hep3B, SNU3398 e 
SNU449. Control: miRNA Negative Controls; Test: miR-221 o anti-miR-221 
come indicato. β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori 
rappresentano il rapporto tra Bmf e la β-actina. (B) Saggio di luciferasi nelle 
cellule Hep3B trasfettate con miR-221, anti-miR-221 e controllo negativo. 
Ogni campione è stato analizzato in triplicato in due esperimenti differenti. 
Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard.  

 

 

3.3.4 Il microRNA-221 è sovra-espresso in condizioni di non-adesione alla 

matrice extra-cellulare e induce apoptosi tramite l’inibizione di Bmf 

 
Dati di letteratura dimostrano che la proteina Bmf è coinvolta in uno specifico 

tipo di morte cellulare indotta in seguito a distacco delle cellule dalla matrice 

extra-cellulare (ECM), tale processo è noto come ‘anoikis’(114). Per saggiare il 

ruolo del miR-221 in condizioni di sospensione cellulare, le piastre colturali sono 

state trattate con il polimero Polyhema per 24h a 37°C, tale polimero impedisce 
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l’adesione delle cellule alla piastra. La linea cellulare SNU449 è stata trasfettata 

per 24h con l’anti-miR-221 o con un controllo negativo e successivamente le 

cellule sono state coltivate in condizioni di sospensione per altre 24h. La conta 

delle cellule apoptotiche è stata effettuata con Trypan Blue in camera di Burker. 

Dopo 24 e 48h di crescita in condizioni di sospensione cellulare, è stato osservato 

un incremento di 1.4 e 2.0 volte nel numero di cellule morte nelle cellule 

trasfettate con l’anti-miR-221 rispetto a quelle trattate con il controllo negativo 

(p<0.001, t-test per entrambi i tempi) (Figura 30A). Per caratterizzare più nel 

dettaglio tale processo apoptotico, abbiamo eseguito un’analisi di Western blot di 

alcuni marcatori apoptotici sulle cellule SNU449 trattate con anti-miR-221 e 

cresciute in sospensione per 24h. Le cellule silenziate per il miR-221 hanno 

mostrato un incremento di 1.7 volte sia nei livelli di espressione di Bmf che di 

Caspasi 3 attivata, quando confrontate con le cellule trattate con un controllo 

negativo (Figura 30B). Per dimostrare che il miR-221 induce morte cellulare in 

condizioni di non-adesione specificatamente attraverso l’azione di Bmf, abbiamo 

eseguito il silenziamento di Bmf utilizzando un pool di siRNA nelle cellule 

SNU449. Ventiquattro ore dopo la trasfezione dell’anti-miR-221, abbiamo 

eseguito il silenziamento di Bmf per altre 24h e successivamente trasferito le 

cellule in una piastra trattata con polyhema. Il silenziamento di Bmf in seguito a 

trattamento con anti-miR-221 ha causato una diminuzione significativa dei livelli 

di Caspasi 3 attivata (isoforma di 17 kDa) rispetto alle cellule trattate con solo 

l’anti-miR-221 (Figura 30C). Presi insieme, questi dati dimostrano chiaramente 

che il miR-221 regola il processo di morte cellulare in condizioni di non-adesione 

attraverso l’inibizione di Bmf. 
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Figura 30. L’anti-miR-221 aumenta la suscettibilità all’apoptosi della 
linea SNU449 in condizioni di non-adesione. (A,B) Conta cellulare con 
Trypan Blue ed analisi di Western blot in cellule SNU449 trasfettate con anti-
miR-221 e controllo negativo (NC) e cresciute in condizioni di non-adesione. 
(C) In condizioni di sospensione cellulare il silenziamento del miR-221 
seguito dal silenziamento di Bmf determina una diminuzione dell’attivazione 
della Caspasi 3. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori 
rappresentano il rapporto tra Bmf o Caspasi 3 e la β-actina. 

 

 

Successivamente, abbiamo investigato l’espressione del miR-221 e del suo 

gene target Bmf in condizioni di non-adesione cellulare nella linea SNU449. 

L’analisi di Real time PCR ha mostrato un progressivo aumento dei livelli di 

miR-221 con un picco massimo a 24h dalla sospensione cellulare (Figura 31A). 

Tale aumento è risultato direttamente proporzionali ai livelli di Bmf mRNA 
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(Figura 31B), ma inversamente proporzionale ai livelli di Bmf proteina (Figura 

31C). Inoltre, l’attivazione della Caspasi 3 è avvenuta solo a 48h dalla 

sospensione cellulare quando i livelli di miR-221 cominciavano a diminuire 

consentendo la traduzione dell’mRNA di Bmf. Tali dati dimostrano che, anche in 

condizioni di non-adesione alla matrice extra-cellulare, il miR-221 è in grado di 

regolare l’espressione della proteina Bmf e che quest’ultima è determinante 

nell’attivazione della Caspasi 3 e quindi nell’induzione del processo di morte 

cellulare per apoptosi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. L’espressione del miR-221 aumenta in condizioni di non-
adesione e regola Bmf. (A) Analisi di Real time PCR del miR-221 in condizioni 
di non-adesione. (B) Analisi di RT-PCR di Bmf in condizioni di non-adesione. 
(C) Analisi di Western blot di Bmf e Caspasi 3 attivata in condizioni di non-
adesione. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping per la 
normalizzazione sia dei livelli di mRNA che di proteina. I valori rappresentano il 
rapporto tra Bmf o Caspasi 3 e la β-actina. 
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3.3.5 Ruolo prognostico del microRNA-221: correlazione con la focalità del 

tumore ed il tempo di insorgenza di recidiva epatica in pazienti 

chirurgicamente trattati per epatocarcinoma 

 

Per valutare il significato della correlazione tra miR-221 e Bmf in tumori 

primari di HCC, l’espressione del miR-221 è stata analizzata tramite Real time 

PCR in 51 campioni di HCC e circostante fegato cirrotico ed è risultata aumentata 

nel 70% dei campioni di HCC. L’espressione della proteina Bmf è stata valutata 

tramite analisi di Western blot in 27 dei 51 campioni di HCC, selezionati sulla 

base della disponibilità del tessuto. In linea con i dati ottenuti in vitro, nei 

campioni di HCC è stata osservata una correlazione inversa tra i valori di miR-

221 e quelli del suo gene target Bmf (Pearson’s test: p=0.003) (Figura 32A). 

Inoltre, allo scopo di investigare la funzione biologica di Bmf nei campioni di 

HCC, gli stessi campioni biologici sono stati analizzati tramite Western blot per 

testare l’attivazione della Caspasi 3, utilizzata come marcatore di apoptosi. Una 

correlazione inversa statisticamente significativa è stata individuata tra Bmf e 

Caspasi 3 attivata (Pearson’s correlation, p<0.0001) (Figura 32B); tale dato fa 

supporre ad un possibile coinvolgimento della proteina Bmf nel processo pro-

apoptotico in vivo. Al contrario non è stata trovata alcuna correlazione tra miR-

221 e Caspasi 3 attivata. Quest’ultimo dato potrebbe essere spiegato dal fatto che 

il miR-221 non è l’unico fattore in grado di regolare l’espressione di Bmf e che 

quest’ultimo non è l’unico fattore pro-apoptotico in grado di scatenare 

l’attivazione della cascata delle caspasi. Perciò, in vivo risulta molto difficile 

trovare una correlazione diretta tra miR-221 e attivazione della Caspasi-3, 

essendo probabilmente il network molecolare molto più complesso; ulteriori studi 
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saranno quindi necessari per caratterizzare più a fondo il ruolo del miR-221 nel 

processo di morte cellulare per apoptosi nei campioni di HCC. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Analisi dell’espressione del miR-221, Bmf e Caspasi 3 attivata 
in campioni di HCC. (A) Il miR-221, analizzato tramite Real-Time PCR, 
correla in maniera inversamente proporzionale con l’espressione di Bmf, 
analizzata tramite Western blot, in campioni di HCC. Ogni dato derivante da 
campioni di HCC è stato normalizzato con il valore della rispettiva cirrosi ed 
espresso in forma logaritmica (log2). (B) L’espressione della proteina Bmf 
correla direttamente con i livelli di Caspasi 3 attivata in campioni di HCC. 
Entrambe le molecole sono state saggiate tramite Western blot. La β-actina è 
stata utilizzata come gene housekeeping. 

 

 

In aggiunta, poichè la deregolazione dell’apoptosi gioca un ruolo cruciale 

nello sviluppo e nella progressione tumorale dell’epatocarcinoma, abbiamo 

investigato la presenza di possibili correlazioni tra i livelli di miR-221 o di Bmf 

con le caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti sottoposti a resezione 

chirurgica per HCC. Da tale analisi statistica è emersa una correlazione tra alti 

livelli di miR-221 e HCC di natura multi-focale rispetto a quelli uni-focali 

(p=0.009, t-test). In linea con questo dato, l’espressione di Bmf è risultata più 
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bassa in tumori multi-focali rispetto a quelli uni-focali (p=0.01, t-test). Gli alti 

livelli di Bmf osservati negli HCC uni-focali e la correlazione con l’attivazione 

della Caspasi 3 possono far supporre ad un coinvolgimento di Bmf nel processo 

apoptotico e ad un suo ruolo attivo nel processo di mestatizzaione neoplastica. 

Potremmo quindi speculare che, attraverso l’inibizione di Bmf, alti livelli di miR-

221 possano contribuire ad una diminuita velocità di apoptosi, favorendo la 

selezione di cellule tumorali di natura più aggressiva, con aumentate capacità 

invasive ed in grado di generare tumori multi-focali. 

Dall’analisi di Kaplan-Meier è stata inoltre osservata una correlazione tra 

pazienti che presentavano una recidiva di HCC entro i due anni dalla resezione 

epatica con alti livelli di espressione del miR-221 (log-rank test, p = 0.0009) 

(Figura 33A), ma non con bassi livelli di Bmf (Figura 33B), anche se bassi 

livelli di Bmf sono associati ad un tendenza verso un minor tempo di insorgenza 

della recidiva (TTR). Per quel che riguarda la recidiva epatica, il valore soglia di 

due anni dal giorno dell’intervento è stato scelto in accordo con il lavoro di 

Imamura et al, in quanto tumori epatici che insorgono ad una distanza di tempo 

superiore ai due anni dalla resezione sono da considerare dei nuovi HCC insorti 

su fegato cirrotico (115). Il fatto che i livelli di Bmf non correlano in maniera 

significativa con il TTR potrebbe essere dovuto al basso numero di campioni 

analizzati per Bmf rispetto a quelli analizzati per il miR-221 (26 contro 46 HCC). 

Inoltre, non possiamo dimostrare se il diverso comportamento di pazienti con 

differenti livelli di miR-221 sia da imputare alla sola regolazione di Bmf o ad altri 

bersagli molecolari non ancora individuati o, ancora più probabilmente, all’intero 

set di geni regolati dal miR-221. 
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Nessuna associazione significativa è stata invece trovata tra i livelli di miR-

221 o Bmf e la mortalità dopo intervento chirurgico associata al tumore. Questo 

potrebbe essere spiegato dal fatto che una percentuale di pazienti curativamente 

trattati per HCC muoiono per complicazioni dovute alla cirrosi o per insorgenza 

di un nuovo epatocarcinoma. Inoltre non è stata trovata alcuna correlazione tra i 

livelli di miR-221 o del suo gene target con il grado istopatologico, la dimensione 

del tumore, le infezioni virali ed i livelli di AFP. I pazienti arruolati in questo 

studio sono descritti in Tabella 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Probabilità di recidiva epatica in pazienti con HCC. (A, B) 

Associazione tra i livelli di miR-221 o Bmf ed il TTR. Alti e bassi livelli di 

miR-221 o Bmf sono stati categorizzati in base al valore medio. I log-rank p-

value provengono dall’analisi di Kaplan-Meier. 
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Tabella 21. Caratteristiche dei pazienti con HCC analizzati nello studio del 
miR-221 e di Bmf. 
 

N. Genere Età Eziologia (1) Focalità (2) Dimensioni 
(3) 

AFP (4) Grado 
(5) 

1 M 65 HBV+Ethanol uni 3 5 G2 
2 M 52 None uni 5 5 G2 
3 M 70 HCV uni 4 35 G3 
4 F 65 HCV uni 3 3 G3 
5 F 62 HCV uni 3 76 G3 
6 M 67 HCV uni 6 3352 G3 
7 M 77 HBV-Ab uni 5 4 G3 
8 M 70 Ethanol uni 5 537 G3 
9 M 65 HCV+Ethanol uni 3 20 G3 
10 F 80 HCV uni 5 76 G3 
11 F 59 HCV uni 6 7 G4 
12 F 66 HCV uni 8 9572 G3 
13 F 68 None uni 5.5 2 G3 
14 M 59 HCV uni 5 86 G3 
15 F 82 HCV uni 7.5 964 G3 
16 M 60 Ethanol uni 2 156 G2 
17 M 78 HCV uni 3 9 G2 
18 M 54 HBV uni 4 162 G2 
19 M 69 HCV uni 10 390 G3 
20 M 74 None uni 11 78 G3 
21 M 73 HCV uni 4.5 2 G3 
22 M 77 HCV uni 2.2 48 G2 
23 F 71 HCV uni 2 276 G3 
24 M 68 HCV multi 2.5 5 G2 
25 M 81 HCV multi 3 8 G3 
26 M 74 HCV multi 3.5 2198 G3 
27 M 74 HCV+HBV multi 3 75 G4 
28 M 82 None multi 5 4 G3 
29 M 51 HBV+HCV multi 7 1924 G3 
30 M 79 HCV multi 10 7 G3 
31 M 70 HCV multi 2.3 46 G3 
32 M 72 HCV multi 3.4 18 G3 
33 M 70 None multi 10 11 G2 
34 M 75 HCV multi 7 9 G3 
35 M 59 HCV multi 3 76 G3 
36 M 67 None multi 6 18766 G3 
37 M 65 HCV multi 6.5 167 G3 
38 M 76 HBV-Ab multi 5 10.000 G4 
39 M 49 HBV multi 4 2708 G4 
40 F 53 HCV multi 4 60 G3 
41 F 62 HCV multi 3 468 G2 
42 M 79 HBV multi 7 540 G4 
43 M 68 HCV multi 8 86 G3 
44 M 65 HCV multi 7 139.313 G4 
45 M 64 HCV+Ethanol multi 6.5 8 G3 
46 M 60 HCV multi 3.2 15 G2 
47 M 60 HCV multi 1.3 257 G4 
48 M 58 HCV multi 3 132 G3 
49 M 66 HCV multi 3 58 G2 
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50 M 75 HCV multi 3 63 G3 
51 M 68 HCV multi 6.5 131 G3 
1) Cause della sottostante patologia epatica: HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb: 
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi in cui sono 
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, emocromatosi, patologia di Wilson, deficienza di α1-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite autoimmune e colangite sclerosante primaria. 
2) Uni-o multifocalità è stata assegnata sulla base di tecniche di imaging precedenti l’intervento 
chirurgico. 
3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm) 
4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurati prima dell’intervento. 
5) Grado di HCC è stato assegnato attraverso i criteri di Edmonson e Steiner’s (74). 
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3.4 Studio del ruolo biologico del microRNA-199a-3p: regolazione dei 

pathway molecolari di mTOR e c-Met in linee cellulari di epatocarcinoma 

 
Tra i 35 microRNA deregolati nei campioni di HCC, individuati tramite 

analisi di microarray, abbiamo investigato il ruolo del miR-199a-3p poiché tale 

miRNA risultava sotto-espresso nella maggior parte degli epatocarcinomi (70%), 

così come in altri tumori umani (116, 117), in linee cellulari derivate da neoplasia 

(118, 119) ed in modelli animali di steatoepatite (120). Inoltre, dati di letteratura 

riportano la regolazione di differenti geni target da parte del miR-199a-3p quali c-

Met (56), Smad1 (121), LIF (122) e dimostrano che l’espressione esogena di tale 

miR riduce la motilità e la sopravvivenza di linee cellulari derivate da melanoma, 

cancro gastrico e cancro del polmone (119).  

Allo scopo di caratterizzare il ruolo del miR-199a-3p nel processo di 

epatocarcinogenesi, abbiamo eseguito un’analisi bioinformatica al fine di 

individuare ipotetici geni bersaglio di questo miR. Tale analisi ha consentito di 

individuare l’oncogene mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) come 

possibile bersaglio molecolare del miR-199a-3p. Tutti gli algoritmi utilizzati, 

MiRanda, Pictar and TargetScan (Figura 34A) hanno infatti individuato un sito 

bersaglio del miR-199a-3p nella regione 3’UTR dell’RNA messaggero di mTOR.  

L’oncogene mTOR è una serina/treonina cinasi che gioca un ruolo chiave 

nella crescita cellulare, nella traduzione proteica, nell’invasione e nell’apoptosi 

(123). Il pathway di mTOR viene attivato da multipli segnali extra-cellulari come 

fattori di crescita, aminoacidi, ormoni e fitogeni, portando alla fosforilazione del 

regolatore della traduzione, la cinasi RPS6-p-70, la quale a sua volta regola la 

proliferazione cellulare, la sintesi proteica e consente la progressione dalla fase 
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G1 alla fase S del ciclo cellulare. Inoltre, il pathway di mTOR risulta implicato 

nell’iniziazione e nella progressione di numerosi tipi di tumore, incluso 

l’epatocarcinoma, risultando perciò un promettente bersaglio terapeutico per il 

trattamento dell’HCC (124, 125). In particolare, nell’epatocarcinoma l’attivazione 

del pathway di mTOR è associata ad una prognosi peggiore e all’aumentato 

rischio di metatstatizzazione (126).  

Allo scopo di studiare la regolazione di mTOR da parte del miR-199a-3p, 

abbiamo analizzato tre linee cellulari derivate da HCC (Huh-7, HepG2 e 

SNU475) per i liveli di espressione del miR-199a-3p e di mTOR tramite analisi di 

Real time PCR, di Western blot e di RT-PCR (Figura 34B, C). Da tale analisi si 

può osservare la presenza di una correlazione inversa tra i livelli di miR-199a-3p 

ed i livelli proteici di mTOR, mentre non vi è alcuna correlazione tra l’espressione 

del miR ed il livelli di mRNA di mTOR (Figura 34D). 
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Figura 34. Sito di appaiamento tra il miR-199a-3p ed il 3’UTR di mTOR. 
Analisi di linee di HCC. (A) Sito di legame del miR-199a-3p nel 3’UTR di 
mTOR, come predetto dall’algoritmo TargetScan. (B) Analisi di Real time 
PCR del miR-199a-3p in linee cellulari di HCC. Il gene U6RNA è stato 
utilizzato come gene housekeeping. Nell’asse delle ordinate è riportato il 
valore di 2(-δδCt) in scala logaritmica.Ogni campione è stato analizzato in 
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard. (C,D) Analisi 
di Western blot e di RT-PCR di mTOR in linee di HCC. La β-actina è stata 
utilizzata come gene housekeeping per la normalizzazione sia dei livelli di 
mRNA che di proteina. I valori rappresentano il rapporto tra mTOR e la β-
actina. 
 
 

Allo scopo di dimostrare che il miR-199a-3p partecipa alla regolazione 

dell’espressione di mTOR, abbiamo eseguito un’analisi funzionale in vitro sovra-

esprimendo o silenziando il miR-199a-3p in linee cellulari derivate da HCC. Le 

linee HepG2 e Huh-7 sono state selezionate per la sovra-espressione del miR-

199a-3p, in quanto esprimono livelli costitutivi molto bassi di tale miR in 

presenza di alti livelli della proteina mTOR. In seguito alla trasfezione, 

l’espressione del miR-199a-3p nelle due linee di HCC è risultata simile a quella 
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osservata nei campioni provenienti da fegato sano (Figura 35); tale dato mostra 

quindi che nei nostri saggi in vitro abbiamo quindi ripristinato il miR-199a-3p a 

livelli simili a quelli fisiologici.  

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Espressione del miR-199a-3p in linee cellulari e campioni 
biologici. (A) Analisi di Real-time PCR del miR-199a-3p nel fegato sano 
(pool di 6 casi), in campioni di HCC (pool di 5 casi), campioni di CE (pool di 
5 CE circostanti i noduli di HCC) e linee cellulari trasfettate con miR-199a-3p 
(miR), anti-miR-199a-3p (AM) e controlli negativi (NC). Il gene U6RNA è 
stato utilizzato come gene housekeeping. Il valore di 2(-∆∆Ct) è stato riportato 
nell’asse delle ordinate in scala logaritmica. Ogni campione è stato corso in 
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard. 
 

 
L’analisi di Western blot ha rivelato una diminuzione di 1.9 e 1.4 volte nei 

livelli di espressione di mTOR nelle linee HepG2 e Huh-7, rispettivamente. Al 

fine di dimostrare che anche il pathway a valle di mTOR era modulato dal miR-

199a-3p, abbiamo analizzato il grado di fosforilazione della proteina ribosomale 

S6, un bersaglio della cinasi RPS6-p70. La trasfezione del miR-199a-3p ha 

determinato una sotto-espressione della isoforma fosforilata della proteina S6 (P-

S6) sia nelle cellule HepG2 che Huh-7 (9.1 e 1.3 volte, rispettivamente) Non è 

stata invece individuata alcuna diminuzione dei livelli di mRNA di mTOR 

(Figura 36A, B). Al contrario, la linea SNU475 è stata scelta per il silenziamento 

del miR-199a-3p poiché essa esprime alti livelli basali di miR-199a-3p associati a 
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bassi livelli proteici di mTOR. L’inibizione del miR-199a-3p nelle cellule 

SNU475 ha determinato un aumento sia di mTOR che di P-S6, ma nessuna 

variazione a livello di mTOR mRNA (Figura 36C). Questi dati suggeriscono una 

regolazione post-trascrizionale, blocco della traduzione, di mTOR da parte del 

miR-199a-3p in linee di HCC. 

Successivamente, per dimostrare l’interazione diretta tra miR-199a-3p ed il 

sito complementare presente nella regione 3’UTR di mTOR, un’ampia regione 

del 3’UTR è stata clonata a valle del gene reporter nel vettore pGL3. Il vettore 

così ottenuto, chiamato pGL3-mTOR è stato co-trasfettato nelle linee Huh-7 e 

SNU475 insieme a miR-199a-3p, anti-miR-199a-3p o controlli negativi e la 

variazione di attività luciferasica è stata saggiata tramite il Dual Luciferase Assay. 

Le cellule Huh-7 trasfettate con il vettore pGL3-mTOR hanno mostrato una 

diminuzione di 1.3 volte dell’attività luciferasica quando co-trasfettate con il miR-

199a-3p (t-test, p=0.03). Al contrario, le cellule SNU475 trasfettate con il vettore 

pGL3-mTOR hanno mostrato una diminuzione di 3.0 volte dell’attività 

luciferasica quando co-trasfettate con l’anti-miR-miR-199a-3p (t-test, p=0.006) 

(Figura 36D). Inoltre la sequenza complementare al miR-199a-3p è stata 

mutagenizzata nella regione 3’UTR di mTOR, per generare il vettore mutato 

pGL3-mTOR-m1. Nessuna variazione significativa dell’attività luciferasica è 

stata osservata in seguito a co-trasfezione del vettore mutagenizzato con il miR-

199a-3p o l’anti-miR-199a-3p (Figura 36D). Presi insieme, questi dati 

dimostrano la presenza di interazione diretta tra miR-199a-3p ed mTOR mRNA 

in linee cellulari derivate da HCC. 
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Figura 36. mTOR è un bersaglio del miR-199a-3p. (A-C) Trasfezione di 
miR-199a-3p (miR), anti-miR-199a-3p (AM) e controlli negativi (NC) nelle 
linee cellulari HepG2, Huh-7 e SNU475. Analisi di Real time PCR del miR-
199a-3p. Il gene U6RNA è stato utilizzato come gene housekeeping. Il valore 
di 2(-∆∆Ct) è stato riportato nell’asse delle ordinate in scala logaritmica. Ogni 
campione è stato corso in triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazione 
standard. Analisi di RT-PCR e Western blot per determinare l’espressione di 
mTOR e P-S6. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping per la 
normalizzazione sia dei livelli di mRNA che di proteina. I valori 
rappresentano il rapporto tra mTOR o P-S e la β-actina. (D) Saggio di 
luciferasi nelle celule Huh-7 e SNU475. Il vettore pGL3-mTOR ed il vettore 
mutagenizzato pGL3-mTOR-m1 sono stati co-trasfettati con miR-199a-3p, 
anti-miR-199a-3p o controlli negativi. Ogni campione è stato corso in 
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard. 

 

 
3.4.1 Il microRNA-199a-3p ed i suoi bersagli molecolari regolano il ciclo 

cellulare in linee cellulari di epatocarcinoma 

 

Al fine di analizzare il ruolo biologico del miR-199a-3p nella regolazione del 

ciclo cellulare, abbiamo trasfettato il miR-199a-3p nelle cellule HepG2 e saggiato 

la distribuzione attraverso le diverse fasi del ciclo cellulare. Inoltre, per valutare 
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l’inibizione dell’espressione dei due geni target, mTOR e c-Met, abbiamo 

eseguito un’analisi di Western blot sulle cellule HepG2 trasfettaete con il miR-

199a-3p, la quale ha mostrato una diminuzione dell’espressione (1.8 volte) sia di 

mTOR che di c-Met. Un aumento della popolazione cellulare nella fase G1 (11%) 

ed una diminuzione del numero di cellule nella fase S (22%) è stata osservata in 

seguito a sovra-espressione del miR-199a-3p, rispetto alle cellule trasfettate con il 

controllo negativo (t-test, p<0.01). In accordo con l’analisi citofluorimetrica 

(FACS), abbiamo osservato tramite Western blot ed RT-PCR un aumento di 

espressione di due importanti inibitori del ciclo cellulare, CDKN1A/p21 e 

CDKN1B/p27, in seguito al ripristino dei livelli fisiologici di miR-199a-3p nelle 

cellule HepG2 (Figura 37A).  

Inoltre, essendo noto il ruolo del miR-199a-3p nella regolazione del proto-

oncogene c-Met in diverse linee cellulari (56) ed il suo coinvolgimento nella 

modulazione della proliferazione cellulare, per discriminare quale bersaglio del 

miR-199a-3p, mTOR o c-Met, contribuisse maggiormente alla regolazione del 

ciclo cellulare, abbiamo silenziato entrambi i geni target tramite specifici siRNA 

(Figura 37B, C). La trasfezione delle cellule HepG2 con entrambi i siRNA contro 

mTOR o c-Met ha determinato un arresto nella fase G1 (25%) del ciclo cellulare 

(t-test, p<0.01). In aggiunta, in maniera simile a quanto osservato con il miR-

199a-3p, il silenziamento di mTOR e c-Met (diminuzione di 2.9 volte) ha causato 

un aumento dell’espressione di CDKN1B/p27 sia a livello di mRNA che di 

proteina. Per quel che riguarda la regolazione di CDKN1A/p21, il silenziamento 

di c-Met ha portato ad un aumento della sua espressione, mentre il silenziamento 

di mTOR ha determinato una diminuzione dei livelli proteici di CDKN1A/p21 

(Figura 37B, C). 
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Figura 37. Il miR-199a-3p regola il ciclo cellulare della linea HepG2. (A) 
Analisi di Western blot di mTOR e c-Met nelle cellule HepG2 trasfettate con 
il miR-199a-3p o con un controllo negativo (NC). Analisi FACS di cellule 
HepG2 trasfettate con il miR-199a-3p. Analisi di WB ed RT-PCR per i due 
inibitori CDKN1A/p21 e CDKN1B/p27. (B, C) Analisi di Western blot di 
mTOR e c-Met nelle cellule HepG2 trasfettate con siRNA contro mTOR o c-
Met o con un controllo negativo (Scramble). Analisi FACS di cellule HepG2 
silenziate per mTOR o c-Met. Analisi di Western blot ed RT-PCR per i due 
inibitori CDKN1A/p21 e CDKN1B/p27. La β-actina è stata utilizzata come 
gene housekeeping per la normalizzazione sia dei livelli di mRNA che di 
proteina. I valori rappresentano il rapporto tra l’espressione genica e la β-
actina. Analisi FACS: ogni campione è stato analizzato in duplicato. Colonne: 
valore medio; Barre: deviazione standard. 
 

 

In aggiunta, per confrontare i nostri dati con quelli riportati dalla letteratura 

(127), abbiamo bloccato il pathway di mTOR trattando la linea HepG2 con la 

Rapamicina, un noto inibitore del pathway di mTOR. Questo trattamento ha 

provocato un arresto del ciclo cellulare in fase G1 (11%) (p=0.04, t-test) ed un 

blocco della fosforilazione della proteina S6, simili a quelli osservati in seguito 

alla trasfezione del miR-199a-3p (Figura 38). Inoltre, in seguito al trattamento 

con Rapamicina, è stata osservata una diminuzione dell’espressione di 

CDKN1A/p21. 
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Figura 38. Il trattamento con Rapamicina regola il ciclo cellulare della 
linea HepG2.Analisi di Western blot di mTOR e P-S nelle cellule HepG2 trattate 
con la Rapamicina o con il veicolo (DMSO). Analisi FACS di cellule HepG2 
trattate con Rapamicina. Analisi di WB per i due inibitori CDKN1A/p21 e 
CDKN1B/p27. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori 
rappresentano il rapporto tra p21 e p27 e la β-actina.  

 

 

Per caratterizzare ulteriormente il contributo del miR-199a-3p nella 

regolazione del ciclo cellulare, abbiamo silenziato il miR-199a-3p nelle cellule 

SNU475 e trasfettato le stesse con i siRNA contro mTOR o c-Met. In linea con i 

dati precedenti, il trattamento con l’anti-miR-199a-3p ha rivelato una riduzione 

(20%) (p<0.01, t-test) del numero di cellule in fase G1, rispetto alle cellule 

tasfettate con il controllo negativo (Figura 39A). In particolare, il silenziamento 

di mTOR o c-Met successivo alla trasfezione con l’anti-miR-199a-3p ha portato 

ad un parziale ripristino del fenotipo indotto dall’anti-miR-199a-3p, con un 

aumento della fase G1 (8% con mTOR siRNA e 12% con c-Met siRNA; t-test, 

p=0.028 e p=0.014, rispettivamente) (Figura 39B). Presi insieme, questi dati 
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dimostrano che il miR-199a-3p contribuisce alla modulazione del ciclo cellulare 

di cellule derivate da HCC, almeno in parte, attraverso il silenziamento di mTOR 

e di c-Met. 

 

 

 

 

Figura 39. Il miR-199a-3p regola il ciclo cellulare attraverso l’inibizione 
di mTOR e c-Met. (A) Analisi FACS di cellule SNU475 trasfettate con 
l’anti-miR-199a-3p (AM-199a-3p) o con il controllo negativo (NCi). (B) 
Analisi FACS di cellule SNU475 trasfettate con l’anti-miR-199a-3p (AM-
199a-3p) e successivamente silenziate con siRNA contro mTOR o c-Met. 
Analisi FACS: ogni campione è stato analizzato in duplicato. Colonne: valore 
medio; Barre: deviazione standard. 

 

 

3.4.2 Il microRNA-199a-3p regola la sensibilità alla Doxorubicina, l’apoptosi 

in condizioni ipossiche e le capacità invasive in linee cellulari di 

epatocarcinoma 

 
 
Dati di letteratura riportano che l’inibizione del pathway di mTOR da parte 

della Rapamicina, o di farmaci analoghi, ha un effetto anti-tumorale sinergico 

quando co-somministrata con il chemioterapico Doxorubicina in modelli animali 

di HCC (128). Per tale motivo, in questo lavoro di tesi abbiamo investigato se, 

oltre al trattamento con analoghi della Rapamicina, anche il ripristino del miR-

199a-3p od il silenziamento dei suoi geni target potesse modulare il processo di 
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apoptosi indotto dalla Doxorubicina. Poiche la Rapamicina induce apoptosi in 

maniera p53-dipendente (129), abbiamo utilizzato la linea cellulare HepG2, la 

quale esprime un’isoforma wild-type della proteina p53. In seguito al trattamento 

con Doxorubicina, l’analisi FACS con l’anticorpo anti-Annexina V ha rivelato un 

aumento dell’apoptosi di 2.5 volte (p=0.005, t-test) in seguito al ripristino dei 

livelli fisiologici di miR-199a-3p. In maniera del tutto simile, un aumento del 

numero di cellule apoptotiche è stato osservato in seguito al silenziamento sia di 

mTOR che di c-Met (3.0 e 1.6 volte) (p=0.005 e p=0.03, t-test), con il più alto 

incremento nelle cellule trattate con i siRNA anti-mTOR (Figura 40A). Come 

ulteriore prova a favore dell’incrementata apoptosi cellulare, un aumento dei 

livelli di Caspasi-3 attivata è stato osservato sia nelle cellule trasfettate con il 

miR-199a-3p che nelle cellule silenziate per mTOR. Inoltre, una sovra-

espressione dell’mRNA di Puma, un target trascrizionale di p53, è stata osservata 

in seguito al ripristino dei livelli di miR-199a-3p come pure in seguito al 

silenziamento sia di mTOR che c-Met (Figura 40B). Questi dati dimostrano che 

il miR-199a-3p incrementa la sensibiltà delle cellule HepG2 alla Doxorubicina a 

livelli simili a quelli del silenziamento di mTOR e che il processo apoptotico è 

scatenato, almeno in parte, dall’attivazione della cascata delle caspasi. 

Poichè è noto che il pathway di mTOR incrementa la stabilità della proteina 

HIF-1α (Hypoxia Inducile Factor 1A) in condizioni di ipossia (130) e che il miR-

199a-5p regola direttamente l’espressione del gene HIF-1α (131), abbiamo 

analizzato il ruolo dei miR-199a-3p e miR-199a-5p nella suscettibilità 

all’apoptosi in condizioni ipossiche nelle cellule HepG2. L’analisi FACS-

Annexin V ha mostrato un aumento del numero di cellule apoptotiche nella linea 
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HepG2 trattata sia con il miR-199a-3p che con il miR-199a-5p e coltivata in 

condizioni ipossiche (Figura 40C). 

Successivamente abbiamo investigato tramite Matrigel assay il ruolo del miR-

199a-3p e dei suoi geni target nella modulazione della capacità invasiva di linee 

cellulari di epatocarcinoma. Dati di letteratura dimostrano che il proto-oncogene 

c-Met è coinvolto in un complesso programma biologico note come ‘crescita 

invasiva’ il quale consiste nella stimolazione della motilità ed invasione cellulare 

e nella protezione dall’apoptosi (132). Il saggio di invasione ha evidenziato una 

ridotta capacità invasiva sia delle cellule HepG2 trasfettate con il miR-199a-3p 

(2.5 volte; t-test, p=0.009), che delle cellule trasfettate con i siRNA contro c-Met 

(1.7 volte; t-test, p=0.017), rispetto alle cellule trasfettate con i controlli negativi. 

Al contrario, le cellule silenziate per mTOR non hanno mostrato una riduzione 

significativa nel numero di cellule capaci di attraversare lo strato di Matrigel (t-

test, p=0.15). In accordo con questi dati, le cellule SNU475 trasfettate con l’anti-

miR-199a-3p hanno mostrato un’aumentata capacità invasiva (2.2 volte; t-test, 

p=0.0005), rispetto alle cellule trasfettate con un oligonucleotide di controllo 

(Figura 40D). Questi dati dimostrano che il miR-199a-3p è in grado di diminuire 

il potenziale invasivo delle cellule di HCC attraverso l’inibizione di c-Met. 

Inoltre, la maggiore diminuzione della capacità invasiva da parte del miR-199a-3p 

rispetto al silenziamento di c-Met lascia ipotizzare che il miR possa agire sul 

potenziale invasivo delle cellule di HCC attraverso la regolazione di multipli geni 

bersaglio. 
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Figura 40. Il miR-199a-3p regola la sensibilità alla Doxorubicina, la 
crescita in condizioni ipossiche e l’invasione cellulare. (A) Analisi FACS-
Annexina V in cellule HepG2 trasfettate e sottoposte a trattamento con 
Doxorubicina. (B) Analisi di Western blot della Caspasi 3 attivata e di RT-PCR di 
Puma mRNA in cellule HepG2 trasfettate e sottoposte a trattamento con 
Doxorubicina. La β-actina è stata utilizzata come gene housekeeping. I valori 
rappresentano il rapporto tra Puma e la β-actina. (C) Analisi FACS-Annexina V 
in cellule HepG2 trasfettate e sottoposte a trattamento con Deferoxamina. (D) 
Matrigel assay in cellule HepG2 e SNU475 trasfettate. Sono stati contati 20 campi 
indipendenti ad un ingrandimento di 25X. Analisi FACS el saggio di invasione: 
ogni campione è stato analizzato in duplicato. Colonne: valore medio; Barre: 
deviazione standard. 

 

 
3.4.3 Ruolo prognostico del microRNA-199a-3p: correlazione con il tempo di 

insorgenza di recidiva epatica in pazienti chirurgicamente trattati per 

epatocarcinoma 

 
Al fine di confermare i dati di microarray, per saggiare l’espressione del miR-

199a abbiamo eseguito un’analisi di Real time PCR su 39 tessuti di HCC e 

circostante fegato cirrotico. Una significativa diminuzione dell’espressione sia del 

miR-199a-3p che del miR-199a-5p è stata osservata in campioni di HCC quando 

paragonati ai campioni provenienti dal tessuto cirrotico circostante (Figura 41A, 

B) (ANOVA: p=0.0009). L’espressione proteica di mTOR è stata determinata 

tramite analisi di Western blot ed è risutata aumentata in 23 dei 39 pazienti con 
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HCC inclusi in questo studio (Tabella 22). Una correlazione inversa tra 

l’espressione del miR-199a-3p e quella di mTOR è stata individuata nei campioni 

di HCC (Pearson’s correlation: p<0.0001) (Figura 41C). Inoltre, bassi livelli di 

miR-199a-3p sono risultati associati ad un diminuito tempo di ricorrenza della 

recidiva epatica (TTR) nei pazienti trattati chirurgicamente per epatocarcinoma 

(log-rank test, p=0.04, Figura 41D). Al contrario, nessuna associazione è stata 

identificata con la sopravvivenza dei pazienti analizzati. In aggiunta, nessuna 

correlazione è stata individuata tra il miR-199a-3p ed i livelli di AFP, dimensioni 

del tumore, focalità, grado istologico ed eziologia della sottostante cirrosi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Espressione di miR-199a-3p e miR-199a-5p in campioni di 
HCC e correlazione con mTOR e TTR. (A, B) Grafici box-plot di 39 campioni 
di HCC e circostante fegato cirrotico (CE) raggruppati sulla base dei livelli di 
espressione dei miR-199a-3p e miR-199a-5p. Le tre barre orizzontali dall’alto al 
basso rappresentano il 75esimo, il 50esimo (mediana) ed il 25esimo percentile, 
ripettivamente. I valori esterni sono rappresentati dai circoli. (C) Correlazione 
inversa tra il miR-199a-3p ed mTOR nei tessuti di HCC (two-tailed Pearson’s 
test, p<0.0001). Ogni dato derivante da campioni di HCC è stato normalizzato con 
il valore della rispettiva cirrosi ed espresso in forma logaritmica (log2). (D) 
Analisi di Kaplan-Meier della probabilità di recidiva epatica di pazienti con HCC. 
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I pazienti sono stati categorizzati sulla base del valore medio di espressione del 
miR-199a-3p. 

 
 

Tabella 22. Caratteristiche dei pazienti con HCC analizzati nello studio del 
miR-199a. 
 
N. Genere Età Eziologia (1) Focalità (2) Dimensioni 

(3) 
AFP (4) Grado 

(5) 
1 M 60 Ethanol uni 1.8 156 G4 
2 M 82 None multi 5.2 4 G3 
3 M 70 HCV uni 4.0 35 G3 
4 M 65 HCV+Ethanol uni 3.0 20 G3 
5 M 65 HBV+Ethanol uni 3.0 5 G2 
6 M 77 HBV-Ab uni 5.0 4 G3 
7 M 59 HCV uni 5 86 G3 
8 M 74 HCV multi 3.5 2198 G3 
9 M 65 HCV multi 6.5 167 G3 
10 M 60 HCV multi 1.3 252577 G4 
11 F 71 HCV uni 2.0 276 G3 
12 M 74 None uni 11 78 G3 
13 F 80 HCV uni 5.0 76 G3 
14 M 59 HCV multi 3.0 76 G2 
15 M 75 HCV multi 3 63 G3 
16 F 73 None uni 5.5 2 G3 
17 M 76 HBV-Ab multi 5 10000 G4 
18 M 75 HCV multi 7.0 9 G3 
19 F 78 HCV uni 8.0 9572 G3 
20 M 51 HBV+HCV multi 7.0 1924 G3 
21 M 52 None uni 5.0 5 G2 
22 M 70 HCV multi 2.3 46 G3 
23 F 82 HCV uni 7.5 67 G3 
24 M 54 HBV uni 4 162 G2 
25 M 69 HCV uni 10 390 G3 
26 M 81 HCV multi 3 210 G3 
27 M 66 HCV multi 3.0 58 G2 
28 M 65 HCV multi 7.0 139313 G4 
29 M 78 HCV uni 3 9 G2 
30 M 67 None multi 6.0 18766 G3 
31 M 68 HCV multi 8.0 86 G3 
32 M 72 HCV multi 3.4 18 G3 
33 M 70 Ethanol uni 5.0 537 G3 
34 F 65 HCV uni 3.0 3 G3 
35 M 73 HCV uni 4.5 2 G3 
36 M 79 HBV multi 7.0 540 G4 
37 M 77 HCV uni 2.2 48 G2 
38 M 74 HCV+HBV multi 5.0 75 G4 
39 M 79 HCV multi 10 7 G3 

1) Cause della sottostante patologia epatica: HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb: 
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi in cui sono 
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, emocromatosi, patologia di Wilson, deficienza di α1-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite autoimmune e colangite sclerosante primaria. 
2) Uni-o multifocalità è stata assegnata sulla base di tecniche di imaging precedenti l’intervento 
chirurgico. 
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3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm) 
4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurati prima dell’intervento. 
5) Grado di HCC è stato assegnato attraverso i criteri di Edmonson e Steiner’s (74). 
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4.1 L’identificazione di un pannello di microRNA rappresenta un passaggio 

fondamentale per l’individuazione di nuovi bersagli terapeutici per il 

trattamento non-convenzionale di pazienti con epatocarcinoma in stadio 

intermedio-avanzato 

 
Negli ultimi anni, lo sviluppo di piattaforme di microarray per l’analisi 

dell’espressione dei microRNA ha rivelato che molti miRNA sono 

aberrantemente espressi nei tumori umani, suggerendo che essi potrebbero 

rappresentare una nuova classe di oncogeni o geni oncosoppressori (36, 57, 60, 

75, 133, 134). Numerosi studi riportano la deregolazione dell’espressione dei 

microRNA nelle neoplasie umane (95, 97, 135), sottolineando il loro contributo 

fondamentale nei processi di iniziazione e progressione tumorale. A tale riguardo, 

l’identificazione di miRNA cancro-specifici e dei loro bersagli molecolari 

rappresenta un passaggio chiave per caratterizzare il ruolo dei miRNA nella 

tumorigenesi umana e potrebbe essere importante per l’identificazione di nuovi 

bersagli terapeutici.  

In questo lavoro di tesi, abbiamo eseguito un’analisi dei profili di espressione 

dei microRNA in campioni di epatocarcinoma insorto su di un fegato con 

pregressa cirrosi epatica. L’indagine dell’espressione dei miRNA nell’HCC, ha 

consentito di individuare una signature di 35 miRNA differenzilamente regolati 

nel tessuto tumorale rispetto al circostante tessuto cirrotico. I nostri dati 

suggeriscono che l’espressione aberrante di un ristretto pannello di miRNA è in 

grado di predire con una buona accuratezza la natura del campione analizzato e 

che tali miRNA potrebbero partecipare agli eventi molecolari che portano allo 

sviluppo di epatocarcinoma (136). A conferma della validità scientifica della 
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nostra analisi, alcuni dei miRNA differenzialmente espressi nell’HCC erano stati 

precedentemente individuati in altri tumori umani, suggerendo il loro 

coinvolgimento in comuni processi di cancerogenesi. Tra questi la famiglia di let-

7 risultava deregolata in numerose neoplasie umane (61, 62), il miR-221 era 

sovra-espresso nel carcinoma della tiroide e nel glioblastoma (97, 135), mentre il 

miR-145 risultava sotto-espresso nel cancro del colon e della mammella (133, 

137). Di notevole interesse il miR-122, un microRNA epato-specifico, è risultato 

sotto-espresso nella maggior parte degli HCC ed in tutte le linee esaminate. 

Altri studi hanno riportato il ruolo dei miRNA nell’epatocarcinogenesi umana, 

ed abbiamo individuato sia differenze che buone sovrapposizioni con i dati del 

nostro gruppo di ricerca. Ad esempio, nello studio di Murakami et al (43), 

probabilmente a causa del differente approccio analitico utilizzato, nessuno degli 

appena menzionati miRNA cancro-specifici è emerso ed inoltre vi era una scarsa 

sovrapposizione tra i 35 miRNA individuati dal nostro gruppo e quelli presenti 

nella loro lista, tra cui risultavano comuni solo il miR-195 ed il miR-199a. Al 

contrario, l’articolo di Kutay et al (45), nonostante fosse basato su di un esiguo 

numero di casi, ha mostrato che il miR-122 era significativamente sotto-espresso 

nell’epatocarcinoma umano e di topo, confermando che down-regolazione di 

questo miRNA potesse avere un ruolo importante nel processo di 

epatocarcinogenesi.  

Il nostro studio è perciò utile nel definire una signature di miRNA cancro-

associati coinvolti nella tumorigenesi epatica e che potrebbe risultare utile 

nell’identificazione di potenziali bersagli terapeutici. L’individuazione di miRNA 

deregolati nell’epatocarcinoma umano rappresenta quindi il primo step per lo 
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sviluppo di terapie sperimentali per il trattamento non-convenzionale di HCC in 

stadio intermedio-avanzato. 

 

4.2 La regolazione del pathway ciclina G1/p53 da parte del microRNA-122 

rappresenta un possibile meccanismo molecolare implicato nel processo di 

epatocarcinogenesi, in grado di sensibilizzare le cellule di epatocarcinoma al 

trattamento con Doxorubicina 

 
La comprensione dei meccanismi molecolari associati alla deregolazione dei 

miRNA nei tumori umani rimane a tutt’oggi un compito difficile da investigare. 

Infatti, sebbene programmi bioinformatici possano aiutare nella predizione di 

ipotetici geni bersaglio, procedure sperimentali in vitro sono necessarie per la 

validazione dei target molecolari. Attualmente sono stati individuati numerosi 

geni bersaglio di microRNA deregolati nelle neoplasie umane, ma nonostante le 

incoraggianti evidenze sperimentali in grado di legare i miRNA alla biologia del 

cancro, si conosce ancora poco riguardo ai circuiti cellulari e molecolari nei quali 

sono coinvolti i microRNA. Infatti, lo scenario è enormemente complicato dalla 

capacità dei miRNA di bersagliare multipli pathway molecolari, a volte correlati 

tra loro ed a volte con funzioni opposte, ed allo stesso tempo dalla ridondanza dei 

miRNA stessi. Questo dà origine ad un complesso network di regolazione nel 

quale gli effetti biologici e le proprietà di un singolo miRNA non consentono 

sempre una spiegazione lineare. 

In questo lavoro di tesi, abbiamo investigato il ruolo biologico del microRNA 

epato-specifico, miR-122, nel processo di epatocarcinogenesi attraverso 

l’individuazione di geni bersaglio. L’analisi di microarray riportava infatti una 
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sotto-espressione del miR-122 nella maggior parte dei campioni di HCC, 

lasciando ipotizzare un possibile coinvolgimento di questo miRNA nella epato-

tumorigenesi. Nel nostro studio abbiamo individuato la ciclina G1 come bersaglio 

molecolare del miR-122 (136) ed abbiamo dimostrato che, attraverso la 

modulazione della ciclina G1, il miR-122 regola l’espressione e la stabilità 

dell’oncosoppressore p53 e sensibilizza le linee cellulari di HCC al trattamento 

con Doxorubicina. Inoltre, abbiamo dimostrato che il miR-122 ed il suo gene 

bersaglio modulano la capacità invasiva delle linee cellulari esaminate e che la 

diminuzione dei livelli di miR-122 è associata ad un ridotto tempo di insorgenza 

della recidiva epatica in pazienti chirurgicamente trattati per epatocarcinoma 

(138). 

L’importanza del miR-122 nella fisiologia epatica è supportata dal fatto che 

tale miR è specificamente espresso nel fegato sano, rappresentando il 70% della 

popolazione di miRNA epatici sia nell’uomo che nel topo. Inoltre, è possibile che 

la sua deregolazione possa avere un ruolo significativo su numerose funzioni 

epatiche (53). Per esempio, è stato riportato che alcuni dei bersagli molecolari del 

miR-122 includono geni coinvolti nel fenotipo epatico e nella biosintesi del 

colesterolo, suggerendo che una perdita del miR-122 possa essere relazionata alla 

perdita del differenziamento epatico (54). In aggiunta, il miR-122 possiede un sito 

di legame nel genoma del virus dell’epatite C (HCV), sottolineando il suo ruolo 

fondamentale nella regolazione della replicazione/adattamento dell’HCV 

all’interno degli epatociti (55). 

La riduzione dei livelli di espressione del miR-122 rappresenta una 

caratteristica comune nell’epatocarcinoma di natura umana e murina. A tale 

riguardo la ricostituzione di livelli fisiologici del miR-122 offre la possibilità 
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teorica di modulare il fenotipo maligno, attraverso la regolazione di numerosi geni 

bersaglio (139). Infatti, le multiple funzioni cancro-associate esercitate dal miR-

122 in linee cellulari di HCC suggeriscono un potenziale uso di questo miR nella 

terapia dell’HCC, attraverso l’utilizzo di molecole miRNA-mimetiche. Inoltre, 

l’aumentata sensibilità alla Doxorubicina osservata in seguito al ripristino di 

livelli fisiologici di miR-122 in linee cellulari di HCC, fa ipotizzare all’impiego di 

una terapia combinata con chemioterapici e miRNA-mimetici per il trattamento 

non-convenzionale dell’epatocarcinoma. Per quel che riguarda l’utilizzo di miR-

122-mimetici in pazienti con HCV, deve essere posta particolare attenzione 

all’effetto di tale miR nella replicazione virale; sebbene un recente articolo riporti 

la mancanza di correlazione tra livelli di miR-122 e carico virale e l’associazione 

tra bassi livelli di miR-122 e l’assenza di una risposta virologica in seguito a 

trattamento con interferone (140). In aggiunta, il fegato rappresenta un organo 

ideale per la terapia basata su piccoli oligonucleotidi poiché è un organo 

estremamente ricettivo nell’assorbimento di oligonucleotidi somministrati 

periferalmente, risultando perciò un buon modello per lo sviluppo di approcci 

anti-tumorali basati sui microRNA (54), come precedentemente riportato in altri 

tipi di patologie epatiche (141). Inoltre, l’impiego nella pratica clinica di metodi 

di somministrazione selettiva di farmaci attraverso l’arteria che alimenta 

direttamente il nodulo di HCC (TACE) rappresenta un ulteriore approccio 

terapeutico in grado di diminuire la tossicità sistemica ed incrementare la selettivà 

del trattamento farmacologico.  
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4.3 La regolazione di importanti processi cellulari da parte del microRNA-

221 pone le basi per lo sviluppo di un possibile approccio terapeutico con 

molecole antagoniste dei microRNA per il trattamento non-convenzionale di 

pazienti con epatocarcinoma in stadio intermedio-avanzato 

 
Studi di profiling hanno consentito di individuare la sovra-espressione del 

microRNA-221 in numerosi tipi di tumore umano, compreso l’epatocarcinoma 

(97, 135, 136). In questo lavoro di tesi, abbiamo inizialmente dimostrato il 

coinvolgimento del miR-221 nella regolazione del ciclo cellulare attraverso la 

modulazione di due inibitori delle cinasi-ciclina dipendenti (CDKI), CKN1B/p27 

e CDKN1C/p57, implicati nella transizione G1/S del ciclo cellulare. Per valutare 

la rilevanza di questi studi nella patogenesi dell’epatocarcinoma, abbiamo 

successivamente eseguito un’analisi ex vivo, la quale ha consentito di individuare 

una correlazione inversa tra i livelli di miR-221 e l’espressione dei due CDKI nei 

tessuti di HCC. Questi dati suggeriscono un ruolo pro-oncogenico del miR-221 

nel processo di epatocarcinogenesi, attraverso la promozione della proliferazione 

delle cellule tumorali. 

Successivamente, per meglio caratterizzare il ruolo bio-patologico del miR-

221 nel processo di epatocarcinogenesi, abbiamo focalizzato la nostra attenzione 

nella regolazione di pathway apoptotici da parte del miR-221. A tale riguardo, 

abbiamo dimostrato che il miR-221 è in grado di inibire l’espressione della 

proteina pro-apoptotica Bmf in linee cellulari di HCC, e che tale inibizione 

determina una ridotta attivazione della cascata delle caspasi sia in vitro che in 
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vivo. Inoltre, abbiamo dimostrato che il miR-221 regola l’espressione di Bmf 

anche in condizioni di non-adesione alla matrice cellulare, impedendo il processo 

di morte cellulare noto come ‘anoikis’, suggerendo un ruolo del miR-221 nel 

processo di metastatizzazione tumorale. Ipotesi confermata dall’associazione 

dialti livelli di miR-221 con HCC di natura multi-focale e con un ridotto tempo di 

insorgenza di recidiva epatica in pazienti chirurgicamente trattati per 

epatocarcinoma.  

I recenti avanzamenti nella conoscenza delle potenzialità di microRNA nel 

trattamento dei tumori umani hanno portato allo sviluppo di oligonucleotidi 

chimicamente stabilizzati, con elevata specificità e ridotta tossicità, in grado di 

inibire le funzioni dei miRNA quando somministrati periferalmente in differenti 

modelli animali (54, 142, 143). La regolazione di numerosi pathway molecolari 

da parte del miR-221 pone quindi le basi per il trattamento non-convenzionale 

dell’HCC con molecole antagoniste del miR-221. 

 

4.4 La regolazione dei pathway molecolari di mTOR e c-Met da parte del 

microRNA-199a-3p rappresenta un possibile meccanismo molecolare 

implicato nel processo di epatocarcinogenesi, in grado di sensibilizzare le 

cellule di epatocarcinoma al trattamento con Doxorubicina 

 
Lo sviluppo di piattaforme di microarray di miRNA ha mostrato la sotto-

espressione del miR-199a-3p in numerosi tipi di tumore umano, incluso l’HCC 

(50, 116, 117, 136), suggerendo un coinvolgimento di questo miRNA in comuni 

processi di cancerogenesi. Inoltre, dati di letteratura riportano la regolazione di 

importanti geni bersaglio, tra cui c-Met (56), Smad1 (121), LIF (122) da parte del 
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miR-199a-3p e si è osservato che espressione esogena di questo miRNA era in 

grado di ridurre la motilità e la vitalità di cellule di melanoma, cancro gastrico e 

del polmone (119). Di notevole interesse, tramite analisi bioinformatica, abbiamo 

individuato un fattore chiave nella proliferazione cellulare, mTOR, tra gli ipotetici 

geni bersaglio del miR-199a-3p. La rilevanza del pathway di mTOR nel processo 

di iniziazione e progressione tumorale è una caratteristica comune a numerosi tipi 

di tumore umano, incluso l’HCC (124), dove la sua sovra-espressione è associata 

ad una prognosi peggiore, invasione e metastasi (126). In questo lavoro di tesi 

abbiamo focalizzato la nostra attenzione nell’individuazione di nuovi geni 

bersaglio del miR-199a-3p, al fine di meglio caratterizzare il suo ruolo funzionale 

nell’iniziazione e nella progressione tumorale. Tra i numerosi geni target del miR-

199a-3p abbiamo analizzato la regolazione di due importanti oncogeni spesso 

deregolati nell’HCC, mTOR e c-Met. Abbiamo quindi caratterizzato il ruolo 

biologico del miR-199a-3p e dei suoi geni target in importanti processi cellulari 

ed abbiamo osservato che il ripristino di livelli fisiologici di questo miRNA 

determinava un arresto del ciclo cellulare nella fase G1, una diminuzione delle 

capacità invasive, un’aumentata suscettibilità a condizioni ipossiche ed 

un’aumentata morte cellulare in seguito al trattamento con Doxorubicina. Inoltre, 

la rilevanza di queste analisi in vitro è stata confermata dallo studio di campioni di 

HCC, nei quali è stata individuata una correlazione inversa tra il miR-199a-3p ed 

il suo gene target mTOR, così come un’associazione tra bassi livelli di miR-199a-

3p con un diminuito tempo di insorgenza della recidiva epatica in seguito a 

resezione per HCC.  

La regolazione di pathway chiave cancro-associati, come quelli di mTOR e c-

Met, e la modulazione di fondamentali processi fisiologici spesso deregolati 
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nell’HCC, sottolineano l’importanza del ripristino di livelli fisiologici di miR-

199a-3p come possibile strategia terapeutica, combinata alla tradizionale 

chemioterapia, per il trattamento di tumori ad elevata mortalità come 

l’epatocarcinoma. A questo proposito, molecole endogene e non tossiche come i 

microRNA, possono rappresentare un promettente strumento per terapia genica 

dei tumori (139), in particolare se associati alla Doxorubicina.  

 

4.5 Prospettive future 

 
In questo lavoro di tesi abbiamo dimostrato il chiaro coinvolgimento dei 

microRNA in processi cellulari alla base della trasformazione maligna 

dell’epatocarcinoma umano, ipotizzando l’utilizzo di questa nuova classe di 

molecole come possibili marcatori diagnostici, prognostici ed, eventualmente, 

come nuovi bersagli o strumenti per una specifica ed innovativa terapia dell’HCC 

in stadio intermedio-avanzato. 

Le prospettive future del nostro gruppo di ricerca sono le seguenti: 

 
1) Ulteriore caratterizzazione in vitro dei microRNA analizzati in questo lavoro 

di tesi e di altri miRNA della signature di HCC. Al fine di meglio 

comprendere il ruolo bio-patologico e delucidare i meccanismi molecolari 

coinvolti nel processo di trasformazione maligna miRNA-associata, verranno 

analizzati nuovi bersagli e pathway molecolari ed investigata la suscettibilità a 

differenti trattamenti farmacolgici. 

 
2) Caratterizzazione di meccanismi genetici, epigenetici e trascrizionali alla base 

della deregolazione dei microRNA nell’epatocarcinoma umano. Verranno 
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impiegate tecniche quali l’immuno-precipitazione della cromatina con 

anticorpi contro specifici fattori di trascrizione (in collaborazione con il 

gruppo del Prof. Giovanni Capranico, Università di Bologna) e verrà utilizzata 

la piattaforma Sequenom per l’indagine dei profili di metilazione di promotori 

di microRNA deregolati nell’HCC (in collaborazione con il gruppo della 

Dr.ssa Vilma Mantovani, Policlinico Sant’Orsola-Malpighi di Bologna). 

 
3) Sviluppo di modelli animali al fine di valutare i meccanimi molecolari di 

epatocarcinogenesi miRNA-indotti e di testare l’efficacia e la ridotta tossicità 

di molecole oligonucleotidiche chimicamente modificate.  

• Utilizzo di topi immuno-compromessi per la somministrazione di linee 

cellulari infettate stabilmente con i microRNA di interesse, al fine di valutarne 

le capacità tumorigeniche in vivo. 

• Sviluppo di un modello animale di topo transgenico per il microRNA-221 al 

fine di analizzare in vivo i meccanismi molecolari coinvolti nel processo di 

tumorigenesi indotti dal miR-221, da solo o in combinazione con potenti 

epatocarcinogeni. In seguito allo sviluppo di tumori verranno effettuati 

trattamenti con molecole antagoniste del miR-221 al fine di testarne l’efficacia 

anti-tumorale in vivo (progetto in collaborazione con il gruppo del Dr. 

Massimo Negrini dell’Università di Ferrara). 

• Sviluppo di un modello animale di epatocarcinoma al fine di individuare 

microRNA comuni nell’HCC umano e murino ed al fine di testare in vivo 

l’efficacia e la tossicità di molecole ad attività di miRNA-mimetici o miRNA-

antagonisti. 
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4) Individuazione di una signature di miRNA circolanti in grado di distinguere 

pazienti con HCC da pazienti con cirrosi epatica, al fine di identificare 

marcatori diagnostici in grado di identificare HCC in stadi molto precoci, 

altrimenti non rivelabili con le comuni tecniche di imaging. 
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