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ABSTRACT
Il carcinoma del colon-retto (CCR) comprende tutte le neoplasie con sede tra il cieco ed il
retto. E’ il tumore piu frequente nella popolazione italiana. Tra le cause che ne influenzano
il rischio sono noti sia fattori esogeni che endogeni.
La componente genetica riveste un ruolo chiave, infatti le cellule tumorali presentano
mutazioni ereditate o acquisite a carico di numerosi geni coinvolti nelle principali vie di
segnalazione, replicazione e riparazione.
I nostri studi si sono rivolti all’identificazione di modificazioni nell’ambito degli acidi
nucleici, mediante analisi di un semplice campione di sangue periferico.
Abbiamo voluto indagare sia sul rischio genetico di contrarre la malattia e dunque sulla
predittivita, che sul riscontro della patologia e dunque sulla diagnosi e sulla prognosi.
Studi molecolari hanno difatti evidenziato che alcuni polimorfismi a carico di determinati
geni possono contribuire allo sviluppo di patologie tumorali.
Il mio lavoro ha mirato, da una parte, a verificare se alcune varianti alleliche dei geni
CDHI, ABCBI, ROCKI e ROCK?2 potessero essere considerate fattori di suscettibilita alla
patologia, per un possibile impiego in qualita di marcatori predittivi e, dall'altra, ad
identificare mRNA marcatori specifici, selezionati tramite un programma bioinformatico
utilizzando, per la validazione, campioni di sangue provenienti da pazienti affetti da cancro
del colon-retto e controlli sani.
L’indagine condotta sui polimorfismi scelti per 1 geni indagati, ha evidenziato, per alcuni,
un’associazione significativa, che mi ha permesso di raccogliere dati interessanti
sull’eziologia del CCR.
Lo studio di mRNA candidati marcatori, mi ha permesso di identificare TSPANS, LGALS4
e COLIA2 quali promettenti strumenti di diagnosi e prognosi per il carcinoma del colon-
retto. Ulteriori studi saranno necessari per testare i candidati biomarcatori in test di

predittivita, screening e di follow-up.



Introduzione



Il Carcinoma del Colon-Retto

Il carcinoma del colon-retto (CCR) comprende tutte le neoplasie che hanno sede tra 1'inizio
del cieco ed il retto.

E’ di gran lunga il tumore piu frequente nella popolazione italiana, con un picco tra la
quinta e la settima decade di eta’; al secondo posto per mortalita’ tumorale nell'uomo ed al
terzo nella donna [1], con quasi 52.000 diagnosi stimate per il 2015 da parte del Ministero
della Salute, sulla base dei dati dell'Associazione Italiana di Oncologia Medica (AIOM) e
dell'Associazione Italiana Registri Tumori (AIRTUM) [2].

Nello specifico le sedi maggiormente colpite da questo tipo di cancro sono il retto (nel 39%
dei casi) ed il sigma (nel 25% dei casi); il cancro del colon colpisce indifferentemente
entrambi 1 sessi, mentre il cancro del retto ha wun'incidenza con un rapporto
maschi:femmine di circa 2:1.

Le tendenze di incidenza, mortalita e prevalenza del tumore del colon-retto stimate in Italia
non sono omogenee sul territorio italiano. L’incidenza tra gli uomini, dopo un periodo di
crescita, tende a stabilizzarsi nelle regioni settentrionali e centrali, mentre continua ad
aumentare nelle regioni meridionali, pur presentando valori piu bassi. Nelle donne, invece,
I’incidenza si ¢ stabilizzata in tutte le aree italiane con livelli minori nel meridione. Nelle
regioni settentrionali, centrali e meridionali i tassi di mortalita per 100.000 abitanti sono
rispettivamente di 25.2%, 24.7% e 21.8% per i maschi, mentre 14.6%, 14.4%, 13.6% per le
femmine.

Nella maggior parte dei casi, circa 1’80% , il CCR si verifica in persone che non hanno
fattori di rischio ereditario (CCR sporadico), mentre il 20% si verifica in persone che
presentano familiarita. La poliposi adenomatosa familiare (FAP) e la sindrome non
poliposica familiare (HNPCC) o sindrome di Lynch sono responsabili di circa il 2-5% di

questi tumori [3].



Considerando la grande incidenza di questa patologia, sono stati fatti molti studi per
chiarire le basi molecolari ed eziologiche, ma le cause rimangono ancora poco chiare.
Rischio di sviluppare il CCR

Tra le cause che influenzano il rischio di sviluppare la neoplasia si conoscono sia fattori
esogeni che endogeni:

Le forme poliposiche: i soggetti con polipi hanno maggiore probabilita’ di sviluppare CCR
[4].

Familiarita’: aumentano il rischio parentele di primo e secondo grado con poliposi
adenomatosa familiare (FAP) o cancro colorettale ereditario non poliposico (HPNCC).
Presenza di processi infiammatori cronici: il morbo di Crohn e la rettocolite ulcerosa [5].
Pattern ormonale: recenti ricerche volgono 1 attenzione al corredo ormonale vista
I'incidenza maggiore negli uomini rispetto alle donne.

Eta’: I'incidenza di CCR aumenta con 1'eta’, con un picco tra la quinta e la settima decade,
raramente presente in soggetti con eta’ inferiore ai 50 anni se non associato a condizioni
ereditarie.

Fumo: il rischio risulta maggiore del 40% nelle donne fumatrici rispetto alle non fumatrici,
mentre per gli uomini il rischio risulta del 30% [6].

Alimentazione: I soggetti con una dieta ricca in grassi e proteine hanno un rischio
maggiore, mentre il consumo di fibre e frutta risultano fattori di protezione [7].

Fattori ambientali

Riveste un ruolo chiave la componente genetica, infatti le cellule presentano mutazioni
ereditate o acquisite a carico di numerosi geni coinvolti nelle principali vie di segnalazione,
replicazione e riparazione cellulare.

Le cause genetiche alla base della carcinogenesi sono costituite da instabilita cromosomica,
microsatellitare ed eventi epigenetici [1]. Intervengono (nell’arco temporale di circa un

decennio) diversi momenti patologici caratterizzati da: acquisizione o perdita di funzione di



geni (proto-oncogeni o oncosoppressori), graduale serie di alterazioni istologiche “sequenza
adenoma-carcinoma” (Figura 1). Le mutazioni nel gene Adenomatous Polyposis Coli
(APC) non sono solo responsabili della FAP, ma svolgono un ruolo cruciale nella maggior
parte dei tumori colorettali sporadici.

La FAP ¢ il risultato di una mutazione germinale sul cromosoma 5qg21. Gli individui che
ereditano un gene mutante dell’oncosoppressore APC hanno un rischio elevato di
sviluppare adenomi del colon. Questa malattia si verifica in media in pazienti di eta
compresa tra i 35 ed i1 40, ed ¢ caratterizzata da molteplici polipi adenomatosi colorettali
che progrediscono inevitabilmente in cancro. L’HNPCC ¢ caratterizzata invece dall’assenza
di polipi e nella linea germinale si verifica, a livello molecolare, instabilita dei
microsatelliti dovuta ad alterazioni del meccanismo del “DNA mismatch repair”.

Sono stati individuati due modelli di eziopatogenesi: un primo modello ¢ costituito dalla via
classica della carcinogenesi sequenziale (CCR sporadico), dove lo sviluppo del CCR ¢ il
risultato di un accumulo di “alterazioni” molecolari, siano esse genetiche e/o epigenetiche,
che si manifestano clinicamente a livello morfologico nella progressione temporale da
adenoma a carcinoma [8]. Il secondo modello (10-15% della totalita dei casi ereditari e non
ereditari) riguarda I’instabilita genetica dei microsatelliti.

Primo modello: Carcinogenesi sequenziale determinata da alterazioni molecolari

L’adenoma tubulare rappresenta il precursore del processo neoplastico. In seguito alla sua
crescita viene coinvolta la componente villosa con la formazione di un adenoma avanzato
(polipo con atipia citologica e strutturale). Gli eventi molecolari piu frequenti sono
alterazioni del cariotipo, delezioni alleliche, aneuploidia ed inattivazione della proteina p53
e di importanti geni oncosoppressori quali APC (Adenomatous Polyposis Coli) , KRAS
(Kirsten Rat Sarcoma), e di geni localizzati sul braccio lungo del cromosoma 18 (Figura 1).
La comparsa dell’adenoma come primo passaggio verso lo sviluppo di CCR ¢ stata

correlata all’insorgenza di mutazioni nel gene APC (presenti nel 70-80% dei CCR



sporadici). La proteina APC svolge un ruolo chiave nella regolazione dell’adesione cellula-
cellula, nella migrazione cellulare, nella segregazione cromosomica e nell’apoptosi nelle
cripte del colon. Essa lega e regola f-catenina la quale media il legame con il dominio della
porzione citoplasmatica (DST) dell’E-caderina che a sua volta lega il citoscheletro tramite
I’a-catenina. Quest’ultima, insieme alle proteine Z0-1-a-actina e vinculina, farebbe da
ponte associandosi con i filamenti di actina. In assenza di un ligando WNT (un segnale
mitotico) proveniente dall’esterno, B-catenina viene sequestrata in un complesso formato da
diverse proteine: APC (Adenomatous Polyposis Coli), glicogeno-sintasi-chinasi 3 (GSK-
3pB), fosfoprotein-fosfatasi 2A (PP-2A) e I’axina. Quando questo complesso € assemblato, la
GSK-3p catalizza la fosforilazione e 1’ubiquitinazione della B-catenina indirizzandola al
proteosoma che ne induce la degradazione. Questo meccanismo impedisce quindi che -
catenina vada al nucleo agendo da cofattore di trascrizione. Quando invece il ligando Wnt
lega il proprio recettore, “frizzled”, viene attivata una proteina intracellulare (Dsh),
reclutata poi sulla membrana a destabilizzare il complesso APC, GSK-3f, axina, che non ¢
piu in grado di fosforilare la B-catenina. Mutazioni con perdita di funzione APC
comportano la mancata fosforilazione della B-catenina e determinano un’aumentata
quantita citosolica della proteina che non viene degradata, ma risulta libera di traslocare nel
nucleo ed interagire con vari fattori di trascrizione come quelli delle famiglie TCF (T-cell
factor)/LEF(lymphoid enhancing factor), che a loro volta attivano la trascrizione di proto-
oncogeni come c-Myc, Ciclina D1 e generalmente, geni coinvolti nei meccanismi di
crescita ed inibizione dell’apoptosi [9].

Altre mutazioni che determinano la progressione del CCR sono state viste a carico di Ras
(K-Ras, H-Ras e N-Ras), ritrovate nel 40% dei CCR, B-Raf nel 5-10%, PI3K nel 15-25%,
PTEN nel 10%, TGF-f (fattore di crescita tumorale §) nel 35%, c-Myc nel 5-10% , p53 nel
70%. In particolare, la perdita di funzione di p53 promuove I’ulteriore accumulo di

mutazioni, I’acquisizione di capacita invasive e metastatiche.
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Come precedentemente descritto, una perdita della funzione di APC provoca 1’attivazione
costitutiva della via del segnale Wingless (WNT) e quindi della B-catenina, stimolando la
proliferazione cellulare e I’inibizione dell’apoptosi nella cellula della mucosa intestinale.
Nella tumorigenesi tali meccanismi stimolano 1’espressione di fattori di trascrizione come
SNAI 1/2, Twist e ZEB 1/2 che regolano la transizione del fenotipo da epiteliale a
mesenchimale (EMT). Le cellule acquisiscono proprieta invasive e di mobilita cellulare
metastatiche, con attivazione delle metalloproteinasi di matrice, sovraespressione di N-
caderina, vimentina e fibronectina. Il fattore di trascrizione B-catenina, attivato in FAP con
APC mutato, aumenta anche 1’espressione dell’enzima ciclossigenasi 2 (COX-2) che a sua
volta produce elevate quantita della prostaglandina PGE2 con un ruolo centrale nella
tumorigenesi intestinale (attivazione della via del segnale NF-kB con aumento della
proteina anti-apoptotica Bcl-2). I risultati di tali eventi sono: I’infiammazione, la
proliferazione cellulare, la migrazione cellulare e [’angiogenesi. Si ritiene che
I’inflammazione cronica contribuisca maggiormente all’iniziazione del CCR sporadico,
poiché stimola la produzione di citochine pro-infiammatorie, agenti ossidanti ed enzimi
litici. Studi clinici infatti dimostrano che 1’utilizzo di farmaci antinfiammatori non steroidei
(FANS) che inibiscono in modo selettivo o non selettivo la COX-2, tra cui 1’aspirina,
costituiscono una buona terapia di prevenzione allo sviluppo del tumore colon-rettale [10].

Secondo modello: Instabilita genetica, microsatelliti

L’instabilita genetica dei microsatelliti ¢ dovuta a metilazione del promotore del gene
MLHI1. Nelle forme ereditarie sono presenti alterazioni nella linea germinale, con il
coinvolgimento di diversi geni mutati o alterati. Studi di associazione condotti sull intero
genoma hanno evidenziato alcune varianti di suscettibilita al rischio di CCR, identificando
loci sui cromosomi 8q23.3 (EIF3H), 8q24, 10p14, 11923, 15q13, 1622, 18q21 (SMAD7),

19q13 € 20p12 [11].
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Figura 1. Carcinogenesi sequenziale: progressione adenoma-carcinoma
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Diagnosi del CCR

Screening della popolazione

La maggior parte dei tumori colon-rettali, come precedentemente descritto, si sviluppano
con la progressione da polipi adenomatosi a tumori maligni nell’arco di diversi anni.
Questo rende la diagnosi precoce fondamentale per le possibilita di affrontare la malattia
nelle prime fasi del suo sviluppo [12]. Pertanto un regolare programma di diagnosi precoce
puo prevenire il cancro colon-rettale.

La sopravvivenza generale dei pazienti ¢ condizionata dallo stadio della malattia al
momento della diagnosi.

A 5 anni dall’individuazione e cura della malattia si osserva un tasso di sopravvivenza del
90%, quando la lesione era presente in situ, del 68% quando risultava invasa la muscolaris
mucosae ed eventuali linfonodi adiacenti e solo del 10% se erano state individuate
metastasi a distanza.

Da circa 15 anni in Italia si esegue un “programma di screening per la prevenzione e la
diagnosi precoce dei tumori del colon-retto”, un invito per le persone tra 1 50 e i 69 anni ad

eseguire gratuitamente il test per la ricerca del sangue occulto fecale (FOBT) [12-13], come

riportato dall’Osservatorio Nazionale degli screening e dal Gruppo Italiano Screening
Colon-Rettale (GISCOR). Tale tipo di indagine non presenta rischi e 1’individuazione di un
sanguinamento occulto puo rappresentare un segnale d’allarme. Questo saggio presenta,
come del resto tutti i test di popolazione, i parametri di sensibilita (cio¢ la capacita di
individuare tutti 1 malati) e di specificita (cio¢ la capacita di individuare solo i malati). La
praticita del test si associa ad una sensibilita del 74% che porta all’evidenza di numerosi
falsi negativi, individui che pur essendo negativi al sangue occulto presentano in fase di

colonscopia la malattia.
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Colonscopia

Una volta che ¢ stato diagnosticato il sangue occulto nelle feci il secondo passaggio per la
diagnosi ¢ rappresentato dalla colonscopia, un esame invasivo e con possibilita di rischio
per il paziente, che rappresenta I'unico esame in grado di evidenziare lesioni sospette e di
eseguire una biopsia per documentarne la natura istologica.

L'esame viene effettuato attraverso l'introduzione per via anale di una sonda, detta
colonscopio, munita di microcamera, che mostra in tempo reale 1'interno del colon.

Altre modalita di diagnosi

L’analisi dei livelli di un marcatore tumorale, la glicoproteina dell’antigene
carcinoembrionario (CEA), prodotta dalle cellule neoplastiche di origine intestinale, ha
rilevato 1’esistenza di molti falsi positivi, in quanto ¢ prodotta anche in caso di generici stati
infiammatori.

Recentemente i test che rilevano la presenza di emoglobina nel sangue sono stati arricchiti
dall’indagine del DNA [14]. Imperiale ed altri [15] hanno proposto un test, Cologuard,
(Exact Sciences Corporation, Madison WI), che ¢ stato approvato dalla Food and Drug
Administration (FDA), ma l'evidenziazione di falsi positivi ha indotto ad assumere ulteriori
valutazioni diagnostiche [16]. Nel 2010, il sistema di CellSearchVR (Veridex, Johnson-
Johnson, USA) per il rilevamento di cellule tumorali circolanti (CTC) nel cancro colorettale
metastatico (mCCR) con la tecnica dell’immunofluorescenza, ha pure ricevuto
I'approvazione della FDA [17-18]. Marshall ed altri [19] invece hanno proposto un test per
determinare il rischio di insorgenza al CCR [20] costituito da sette mRNA da utilizzarsi
come biomarcatori nel sangue: Annessina A3 (ANXA3), Lectina tipo-C della famiglia D
dominio 4 (CLEC4D), Laminina Bl (LMNBI), Prolina Ricca in Gla (acido G-
carbossiglutammico) 4 (PRRG4), Fattore di Necrosi Tumorale Proteina Alfa-Indotta 6

(TNFAIP6), Vanin 1 (VNNI1) ed il Recettore Beta Interleuchina 2 (IL2RB) (ColonSentry®,
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Canada -. Enzo Biochem USA). Il test ¢ stato recentemente approvato dal Dipartimento di

Stato della Salute di New York.

Classificazione e Stadiazione del CCR

TNM

La classificazione TNM ¢ il sistema internazionale di classificazione dell'evoluzione di un

tumore (stadiazione), e considera tre parametri: dimensioni del tumore primitivo (T),

coinvolgimento dei linfonodi regionali adiacenti al tumore (N) e presenza di metastasi a

distanza (M).

CLASSE |DESCRIZIONE

TX Tumore primitivo non definibile

TO0 Tumore primitivo non evidenziabile

Tis Carcinoma in situ: intraepiteliale o invasione della lamina propria [comprende cellule
tumorali confinate all’interno della membrana basale ghiandolare (intraepiteliale) o
della lamina propria (intramucosa) che non raggiungono la sottomucosa]

T1 Tumore che invade la sottomucosa

T2 Tumore che invade la muscolare propria

T3 Tumore con invasione attraverso la muscolare propria nella sottosierosa o nei tessuti
pericolici e perirettali non ricoperti da peritoneo

T4 Tumore che invade direttamente altri organi o strutture e/o perfora il peritoneo
viscerale

T4a Tumore che perfora il peritoneo viscerale

T4b Tumore che invade direttamente altri organi o strutture

NX Linfonodi regionali non valutabili

NO Non metastasi nei linfonodi regionali

N1 Metastasi in 1-3 linfonodi regionali

Nla Metastasi in 1 linfonodo

N1b Metastasi in 2-3 linfonodi

Nlc Depositi tumorali satelliti nella sottosierosa o nei tessuti non peritonealizzati pericolici
e perirettali senza evidenza di metastasi linfonodali regionali

N2 Metastasi in 4 o piu linfonodi regionali

N2a Metastasi in 4-6 linfonodi

N2b Metastasi in 7 o piu linfonodi

MX Metastasi a distanza non accertabili

MO Assenza di metastasi a distanza

M1 Metastasi a distanza

Mila Metastasi confinate ad un organo (fegato, polmone, ovaio, linfonodi extraregionali)

Mi1b Metastasi in piu di un organo o nel peritoneo
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Stadiazione

Per quanto riguarda la stadiazione, lo stadio ¢ un termine utilizzato convenzionalmente dai

medici per descrivere le dimensioni di un tumore e la sua eventuale diffusione ad altri

organi. Queste informazioni servono per stabilire qual ¢ il trattamento piu appropriato per il

singolo caso.

Suddivisione in 4 stadi:

stadio I: il tumore ¢ circoscritto all'interno della parete intestinale;

stadio II: il tumore ha invaso tutta la parete intestinale, ma i linfonodi sono indenni;

stadio III: il tumore ha invaso uno o piu linfonodi localizzati vicino all'intestino. I linfonodi

sono di solito 1 primi ad essere raggiunti dalle cellule tumorali se il tumore si diffonde al di

fuori dell'intestino;

stadio I'V: il tumore si ¢ diffuso ad altri organi quali il fegato o il polmone.

STADIO DESCRIZIONE
Stadio 0 Tis NOMO

Stadio I TINOMO

T2NOMO

Stadio Ila T3NOMO

Stadio ITb T4aNOMO

Stadio Ilc T4bNOMO

Stadio IlIa T1-2, Nla-c, MO

T1, N2a, MO

Stadio ITIb | T3, T4a, Nla-c,M0
T2-3, N2a, M0

T1-2, N2b, MO

Stadio IIlc | T4a, N2a-b, MO

T3, N2b, MO

T4b, N1-2, MO

Stadio IVa Ogni T, ogni N, Mla
Stadio IVb Ogni T, ogni N, M1b

Se il tumore si ripresenta dopo il trattamento, si parla di recidiva

16



Gradin

Il grading invece ¢ un termine utilizzato convenzionalmente per descrivere l'aspetto delle
cellule tumorali al microscopio e classificare i1 tumori in base al grado di differenziazione
cellulare e alla rapidita con cui possono crescere. I tumori del colon-retto si lassificano
secondo tre gradi:

grado 1: grado basso;

grado 2: grado intermedio o moderato;

grado 3: grado alto.

Nei tumori di grado 1 le cellule tumorali sono molto simili alle cellule normali, tendono a
crescere lentamente e difficilmente si diffondono ad altri organi. Al contrario, nei tumori di
grado 3 sono molto differenziate, tendono a crescere rapidamente e a diffondersi ad altri
organi [21-22].

I-Parte: Polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)-Definizione e caratteristiche generali
I polimorfismi a singolo nucleotide sono presenti nella popolazione con una frequenza
allelica > 1% e rappresentano il tipo di variazione genetica piu comune nell'uomo (90% dei
polimorfismi). Essi sono presenti con varianti alleliche alternative e seguono un'ereditarieta
mendeliana. L'ampia diffusione nel corredo genetico (uno ogni 100-300 paia di basi) li
rende interessanti negli studi di associazione allelica e fruibili in qualita di marcatori
molecolari. Lo SNP puo dare origine ad una mutazione sinonima o non-sinonima se
presente in una regione codificante di un gene; oppure portare ad alterazioni del prodotto
genico se presente in regioni introniche o intergeniche.

Le variazioni nel genoma possono determinare differenti suscettibilita individuali ad una
malattia, o differenti risposte farmacologiche. Gli SNP risultano pertanto utili per
l'identificazione di "geni malattia" mediante studi di associazione su screening di

popolazione. Grazie al progetto Hap-Map nel genoma umano sono stati identificati milioni
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di polimorfismi (quattro differenti popolazioni) ed organizzati in blocchi di "linkage
disequilibrium".
Polimorfismi genetici e rischio di carcinoma del colon-retto (CCR)
Numerosi studi sono stati condotti per rivelare la potenziale associazione tra varianti
genetiche polimorfiche (SNP) e il rischio di CCR [23], sebbene il contributo genetico
all’insorgenza del CCR non sia ancora completamente chiarito. Dieta e stile di vita
costituiscono oltre il 50% delle basi eziologiche del CCR, ma la suscettibilita individuale ed
i1 fattori che avviano lo sviluppo del tumore e la sua progressione restano motivi
fondamentali di ricerca.
Studi molecolari hanno difatti evidenziato che alcuni polimorfismi a carico di determinati
geni possono contribuire allo sviluppo di patologie tumorali e ad una variabilita di risposta
al trattamento con farmaci antitumorali [24].
Al fine di valutare la possibile correlazione tra alcuni polimorfismi a singolo nucleotide ed
il rischio di CCR, abbiamo eseguito un'analisi di associazione caso-controllo in un
campione di studio rappresentativo della popolazione italiana. L’obbiettivo del lavoro ¢
stato quello di verificare se varianti alleliche dei geni caderina 1 (CDHI), Multidrug
Resistance Protein 1 (MDRI), Rho-Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1
(ROCKI) e Rho-Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 2 (ROCK?2) possano
essere considerate fattori di suscettibilita alla patologia, ed essere impiegate come marcatori
diagnostici nello studio del cancro del colon-retto.
Di seguito sono riportate le caratteristiche dei geni scelti al fine di evidenziare le
motivazioni dell’indagine effettuata.

> CDHI, CTNNBI, LEF1
Il gene CDH1, localizzato sul cromosoma 16q22.1, si estende per 98.31 Kbp e comprende
16 esoni e 15 introni. Il prodotto di CDH1 ¢ una glicoproteina transmembrana costituita da

882 aminoacidi. L’E-caderina ¢ coinvolta in complessi di adesione nelle cellule epiteliali,
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ma anche nella segnalazione intracellulare, insieme alle proteine citoplasmatiche
appartenenti alla famiglia delle catenine. Le giunzioni cellula-cellula giocano un ruolo
fondamentale nella creazione e nel mantenimento della polarita cellulare e nell'integrita del
tessuto epiteliale. Gli eventi che portano ad una riduzione dell’adesione cellula-cellula
alterano 1'ordine nella gerarchia cellulare, evolvendo verso la distruzione della struttura
istologica, con conseguenze potenzialmente patologiche. Una alterazione dell’adesione
cellula-cellula ¢ stata osservata nelle fasi iniziali della transizione epitelio-mesenchimale
(EMT), che prevede una minor espressione della E-caderina. Questa variazione viene
considerata un indicatore di EMT, a sua volta considerata responsabile della progressione e
della capacita di metastatizzare di un certo numero di tumori di origine epiteliale [25]. Una
espressione minore o assente di E-caderina ¢ indicata come marcatore nel CCR, ad indicare
uno stato invasivo, anche se sono stati riportati dati controversi in funzione dell’etnia
considerata [26].

Una presenza ridotta del prodotto transmembrana di CDHI porta ad un'attivazione
aberrante del pathway Wnt-B-catenina, con un conseguente aumento di attivita del fattore di
trascrizione B-catenina-TCF [27]. In circostanze normali, il livello citoplasmatico di B-
catenina (codificata dal gene CTNNB1) ¢ regolato da un complesso di proteine a cui risulta
legata, e l'eccesso di proteina viene eventualmente eliminata dal proteasoma. Se si verifica
una perturbazione di questo equilibrio, la B-catenina si accumula nel citoplasma e trasloca
al nucleo dove si lega al fattore TCF/LEF attivando una serie di geni bersaglio. In
particolare, 1 bersagli del fattore di trascrizione LEF1, sono coinvolti nella transizione
epitelio-mesenchimale, un processo, come gia anticipato, considerato fondamentale
nell'evoluzione neoplastica [28].

Inoltre sono stati valutati anche 1 livelli di espressione di due geni correlati, come descritto

precedentemente: la beta-catenina (CTNNBI) ed il fattore linfoide enhancer di legame 1
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(LEF1). Il gene CTNNBI ¢ localizzato sul braccio corto del cromosoma 3p21, ha 16 esoni
e si estende per 23.2 kb.
Il gene LEFI ¢ localizzato sul braccio lungo del cromosoma 4q25, contiene 12 esoni e si
estende almeno 52 kb.
Nel presente studio abbiamo quindi indagato l'ipotesi che polimorfismi presenti nel gene
CDHI a livello del DNA costitutivo possano influenzare il rischio di CCR. Abbiamo
valutato 1 livelli di espressione di B-catenina, LEF1 e CDHI1 in biopsie di alcuni pazienti
CCR.

> MDRI (ABCBI)
I1 gene ¢ localizzato nel braccio lungo del cromosoma 7, contiene 27 esoni ed una sequenza
codificante di 96 Kb. MDR1 (Multi Drug Resistence 1) codifica per una glicoproteina (P-
gp) costituita da 12 segmenti transmembrana e due siti enzimatici per I’idrolisi dell' ATP.
Appartiene ad un gruppo di pompe di efflusso della famiglia ABC (ATP -Binding Cassette)
ATP-dipendenti che selettivamente estrudono sostanze tossiche e farmaci dalle cellule. Piu
in generale, un'alterata funzione della glicoproteina P-gp potrebbe creare una perturbazione
dell'equilibrio intra-extra cellulare, tale da portare ad un aumento del rischio di
internalizzazione di fattori tossici o potenziali cancerogeni danneggianti il DNA che
potrebbero modulare in tal modo la suscettibilita alla trasformazione neoplastica.
Nell’epitelio intestinale avvengono le interazioni tra le sostanze introdotte attraverso la
dieta ed i1 prodotti genici coinvolti nel metabolismo. In particolare MDR1 costituisce una
sorta di barriera finalizzata a regolare la diffusione di metaboliti e farmaci [29].
Studi molecolari hanno evidenziato che alcuni polimorfismi a livello di geni codificanti
proteine della superfamiglia ABC, possono contribuire allo sviluppo di patologie tumorali e

ad una variabilita di risposta al trattamento con farmaci antitumorali [24].
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> ROCKI e ROCK2
Il gene ROCK] ¢ localizzato nel cromosona 18ql1.1, contiene 35 esoni ed una sequenza
codificante di 160 kDa; ROCK?2 ¢ localizzato nel cromosona 2p24, contiene 35 esoni ed
una sequenza codificante di 160 kDa. Entrambi risultano i principali effettori a valle della
famiglia Rho GTPasi, sono chinasi serina-treonina che agiscono come regolatori centrali
della dinamica del citoscheletro actina dipendente. Attraverso la fosforilazione di una vasta
gamma di substrati bersaglio coinvolti nell'organizzazione del citoscheletro, come la catena
leggera della miosina (MLC) [30, 31], MLC fosfatasi (MYPT1) [32, 33], ezrina / radixina /
moesina (ERM) [34], I’adducina [35], e la LIM chinasi (LIMK) [36], le ROCK controllano
la formazione delle fibre di actina, delle adesioni focali e la contrattilita cellulare basata
sulla miosina[37]. Le due isoforme descritte, sebbene codificate da geni diversi, mostrano
un’omologia di sequenza amminoacidica del 65% [38]. Nonostante I'ampia omologia
nonché la loro promiscuita di substrato, le due isoforme ROCK mostrano funzioni distinte.
In particolare, la perdita del gene ROCK2 ¢ stata associata ad un incremento
dell’assemblaggio dei microfilamenti in fibre da stress ed alla formazione di adesioni
focali, mentre il gene ROCK! sembra necessario per la fagocitosi miosina II dipendente
[39-41]. Dal momento che la dinamica del citoscheletro media una serie di processi
cellulari coinvolti nell’espressione del fenotipo maligno, come la regolazione della
morfologia, I’adesione cellula-cellula, la migrazione e l'invasione, non stupisce che i
prodotti dei geni ROCKI e ROCK2 siano coinvolti nell’insorgenza del cancro. La
sovraespressione delle ROCK ¢ stata osservata in molti tumori solidi, tra cui il carcinoma
epatocellulare [37], 'osteosarcoma [38, 39], il cancro al seno [40], il cancro ai testicoli [41],
il cancro della vescica [42], cosi come nel tumore del colon [43]. Inoltre, diversi studi
hanno sottolineato un’attivita anti-migratoria e anti-invasiva dovuta ad inibizione delle

ROCK [44,45] rafforzando l'associazione tra l'asse Rho-rock ed il cancro [46, 47].
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In questo studio sono stati valutati alcuni polimorfismi di queste Rho-chinasi quali
potenziali fattori di suscettibilita al cancro colorettale in un campione rappresentativo della
popolazione Italiana.

Abbiamo scelto un totale di nove polimorfismi a singolo nucleotide: 4 mappanti nel gene
ROCK]I e 5 mappanti nel gene ROCK?.

II-Parte: L'mRNA in qualita di marcatore molecolare e utilizzo del saggio qRT-PCR
La ricerca di marcatori utilizzati come strumento di screening nel sangue dei pazienti
rappresenta un attivo campo di ricerca per la diagnosi precoce del cancro del colon-retto.
Numerosi progetti includono lo studio di mRNA codificanti, microRNA (miRNA), proteine
metaboliche, mutazioni del DNA [48] e marcatori di metilazione. Attualmente, le principali
tendenze della ricerca per candidati marcatori mRNA coinvolgono molte prove
sperimentali: cellule tumorali circolanti (CTC) [49], cellule staminali tumorali (CSC) [50] e
RNA libero circolante (cfRNA) [51]. La diffusione metastatica si verifica molto presto
nello sviluppo del tumore; quindi il rilevamento specifico e sensibile delle CTC ¢ diventato
di fondamentale importanza per la diagnosi [52] e I'utilizzo della reazione a catena della
polimerasi quantitativa (QRT-PCR) ¢ stata recentemente descritta come un buon metodo
per la quantificazione delle CTC [53,54].

Gli RNA circolanti liberi (cfRNAs) potrebbero essere degli eccellenti biomarcatori tumorali
del sangue, in quanto piu informativi, specifici e precisi rispetto ai biomarcatori proteici e
molti gruppi di ricerca hanno studiato I'uso potenziale di mRNA circolanti come marcatori
per il cancro[55,56]. In generale, la strategia sperimentale ¢ quella di utilizzare la
tecnologia dei microarray per il profilo di espressione degli mRNA, che ¢ seguita dalla
reazione a catena della polimerasi in tempo reale (QRT-PCR). I campioni utilizzati sono sia
mRNA estratti direttamente dal sangue o da frazioni del sangue (siero/plasma)[57].

La nostra ricerca, cosi come quella di altri gruppi, consiste di un test sul sangue intero senza

isolare CTC, CSC o qualsiasi altra frazione del sangue, ¢ molto piu semplice da condurre
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nella prospettiva di un ampio utilizzo nella pratica oncologica ¢ non ¢ influenzata dalla
perdita di CTC o CSC, il cui numero risulta critico per il successo del test, durante la
purificazione [58]. L’utilizzo della molecola di RNA tiene conto del fatto che la variazione
fenotipica del tumore ¢ associata a cambiamenti nei livelli di mRNA di geni che regolano o
influenzano questa variazione.

La ricerca di mRNA marcatori nel sangue ci ha spinto all’utilizzo del saggio qRT-PCR gia
in ampio uso in disgnostica clinica [59]. La RT-PCR offre diversi vantaggi rispetto ad altri
metodi di rilevazione in termini di elevata sensibilita e specificitd. Ad oggi, il problema
principale ¢ stato quello di identificare mRNA biologicamente adeguati con un chiaro
valore soglia dei livelli di espressione tra CCR e soggetti sani. Abbiamo affrontato questo
problema sfruttando i dati presenti in letteratura da banche dati on-line di esperimenti di
microarray sull’espressione differenziale tra i tessuti [60,61].

Tuttavia, a nostra conoscenza, nessuno studio ha finora affrontato un approccio globale
comprendente 1'analisi sistematica dell'espressione genica in tessuti CCR ed in cellule del
sangue.

Transcriptome mapper TRAM

In particolare abbiamo usato un nuovo approccio basato sul programma bioinformatico
Transcriptome Mapper (TRAM) [62,63], volto ad identificare specifici RNA [64] con il
piu alto rapporto di espressione differenziale tra CCR e campioni di sangue normali e
quindi possibilmente adatto per il rilevamento di modifiche relative al sangue dei pazienti
con CCR. TRAM ¢ basato su una meta-analisi sistematica su larga scala di tutti 1 dati
disponibili in database ottenuti da esperimenti di microarray.

I migliori RNA candidati, individuati dal nostro approccio di biologia computazionale, tra
38.104 trascritti umani la cui espressione nel sangue ¢ stata confrontata fra CCR (n=349) e
soggetti sani (n = 200), sono stati testati con una qRT-PCR. Per il nostro ¢ stato arruolato

studio un gruppo di 134 soggetti tra volontari sani e pazienti con diagnosi di CCR.
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Scopo della ricerca
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In generale si possono considerare marcatori tumorali tutte quelle molecole che si rivelano
diverse dalla normalita in caso di malattia. I nostri studi si sono orientati all’identificazione
di modificazioni riguardanti gli acidi nucleici, analizzando un semplice campione di sangue
periferico.

Abbiamo voluto indagare sia nel campo del rischio genetico di contrarre la malattia e
dunque sulla possibile predittivita della malattia che nel campo del riscontro della patologia
e dunque sulla possibilita della diagnosi e della prognosi.

I Parte: Ricerca di polimorfismi genetici associati al rischio di carcinoma del colon retto.

Le cause del CCR restano materia d’indagine scientifica e molti studi sono condotti al fine
di chiarirne 1 processi molecolari e la suscettibilita individuale.

L’obiettivo di questo filone di ricerca ¢ quello di valutare la possibile correlazione tra
polimorfismi a singolo nucleotide (possibilmente presenti in alcuni geni chiave
dell’eziologia tumorale) ed il rischio di sviluppare il CCR.

Inoltre, in virtu della marcata presenza nel genoma di SNP che caratterizzano ogni
individuo ¢ poi di grande interesse effettuare studi di associazione mirati all’identificazione,
in generale, di particolari SNP coinvolti nel rischio di insorgenza del CCR, a scopo
predittivo.

Dalla letteratura scientifica abbiamo individuato un set di geni i cui SNP potessero risultare
rilevanti nel CCR. L'evidenza di un eventuale rischio puo rappresentare una premessa per la
messa a punto di uno screening di popolazione ed una terapia preventiva mirata agli
individui a rischio, nell'ambito della medicina personalizzata.

II Parte: Ricerca di marcatori mRNA associati al carcinoma del colon-retto.

Se il CCR viene rilevato in una fase iniziale, il tasso di sopravvivenza, dal momento
dell’intervento terapeutico, aumenta in modo significativo. Partendo da questa evidenza
oggettiva, da anni il nostro gruppo di ricerca si occupa di identificare marcatori di CCR ad

mRNA, nel sangue. Abbiamo scelto la molecola di mRNA in considerazione del fatto che
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la variazione fenotipica del tumore ¢ associata a cambiamenti nei livelli di mRNA di geni
che regolano o che subiscono la regolazione. Un test su sangue intero, senza isolare le
frazioni del sangue, puo risultare uno strumento importante per migliorare sia la diagnosi
precoce del cancro del colon-retto che la prognosi in caso di malattia conclamata in corso di
progressione.

I1 nostro presente progetto di ricerca si € innanzitutto proposto di individuare un pannello di
mRNA marcatori la cui combinazione risultasse efficace ed accurata nella diagnosi e
prognosi. A tale scopo abbiamo scelto un nuovo approccio metodologico, finalizzato ad
identificare mRNA specifici, selezionandoli dai dati disponibili, ottenuti da esperimenti di
microarray, tramite un programma bioinformatico, Transcriptome Mapper (TRAM). Sono
stati selezionati come candidati mRNA marcatori quelli con il piu alto rapporto di
espressione differenziale tra il tessuto del cancro colorettale ed i campioni normali di
sangue.

Gli mRNA candidati sono stati testati in campioni di sangue provenienti da pazienti affetti
da cancro del colon-retto e controlli sani, per verificare la loro capacita di identificare
correttamente le persone con il cancro. Per la validazione dei migliori candidati marcatori
ottenuti mediante TRAM, nel sangue di 67 pazienti e 67 controlli sani, ¢ stata effettuata una
reazione quantitativa a catena della polimerasi in tempo reale (qReal Time PCR). Obiettivi
futuri, rispetto ai risultati riscontrati dalla presente nostra ricerca, saranno quelli di
verificare la validita dei marcatori individuati nel riconoscimento specifico del carcinoma
del colon-retto rispetto ad altre malattie gastro—intestinali e, nell’ambito della diagnosi
precoce, la possibilita di poter riconoscere i vari stadi della malattia. Nell’ambito della
prognosi, la possibilita di rilevare invece la progressione del carcinoma del colon-retto in

pazienti in follow-up.
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Materiali e Metodi
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Campione di studio

Per 1 diversi studi, una coorte di pazienti italiani non imparentati, con diagnosi di cancro
colorettale ¢ stata reclutata dal Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche del
Policlinico S. Orsola-Malpighi, dell’Universita di Bologna. La diagnosi di cancro
colorettale ¢ stata confermata da un esame istopatologico. Il gruppo di controllo era
costituito da volontari sani non imparentati, di nazionalita italiana senza pregressa storia
clinica di malattia neoplastica. A tutti ¢ stato effettuato un prelievo ematico. Ai pazienti ¢
stato eseguito prima dell'intervento chirurgico primario. Tutti 1 pazienti arruolati non erano
stati preliminarmente trattati con chemioterapia o radioterapia adiuvante. Il campione di
sangue intero periferico di pazienti e controlli (circa 2mL) ¢ stato raccolto in provette
contenenti 1’anticoagulante EDTA. Per ridurre la contaminazione dei campioni con le
cellule epiteliali provenienti dalla puntura del prelievo, ¢ stato scartato il primo ml di
sangue. Per la realizzazione degli studi condotti su CDHI, CTNNBI e LEFI sono stati
inoltre prelevati, per 27 pazienti, campioni bioptici sia del tumore che del tessuto normale
circostante. Le informazioni relative ai pazienti reclutati per ciascuna indagine sui diversi
geni sono riassunte in Tabelle 1A, 1B, 1C, 1D. Gli studi sono stati approvati dal comitato
etico del Policlinico S. Orsola-Malpighi rispettando i principi etici della Dichiarazione di
Helsinki per la ricerca medica che coinvolge 1 soggetti umani. Ciascun partecipante ha
aderito al progetto di ricerca scientifica firmando un modulo per il consenso informato.

Per lo studio riguardante i candidati mRNA marcatori abbiamo effettuato 1'analisi della
potenza statistica dello studio utilizzando il software G * Potenza 3 per il sistema
Macintosh OS X. La dimensione del campione necessario per raggiungere una potenza di
0.80 quando si analizzano i risultati utilizzando il t-test (due code), ¢ stato stimato essere
almeno 64 soggetti sani di controllo e 64 pazienti con diagnosi di CCR (per alfa (tipo I)
l'errore = 0.05 e assumendo dimensioni medie effetto d = 0.5).

Sono stati arruolati per lo studio 67 donatori sani e 67 pazienti.

28



Tabella 1. Informazioni sui pazienti

1A. Ricerca di polimorfismi del gene CDH1 e valutazione dell'espressione tessutale per
CDHI1, CTNNBI e LEF1

Casi  Controlli P value Biopsie
Eta 6913  40£15 <0.01
maschi 73 69 13
Se$S0 ommine 67 72 059 14
140 141

1B. Ricerca di polimorfismi del gene ABCB1

Casi  Controlli P value

eta 70£13  68+12 0.26
maschi 52 49
Sesso femmine 46 51 0.57
Gl 5 -
G2 65 -
Grado o 21 :
N.D. 7 -
cieco 1 -
c.ascendente 33 -
Posizione C. trasverso 9 -
c.discendente 12 -
c. sigma 20 -
retto 23 -




1C. Ricerca di polimorfismi dei geni ROCKI e ROCK?2

Eta, anni

Sesso

Grado

Metastasi linfonodali

Storia familiare

Storia fumatori

<50

>50
*N.D.
Maschi
Femmine

Gl
G2
G3
*N.D.

NO
N1/2
*N.D.

No Familiarita
Si Familiarita
*N.D.

No

Si

Ex Fumatori
*N.D.

Casi, n (%)

8 (5.8)
123 (89.8)
6 (4.4)
72 (52.6)

65 (47.4)

137

8 (5.8)
90 (65.7)
25(18.2)
14 (10.2)

72 (52.6)
42 (30.7)
23 (16.8)

111 (81)
14 (10)
12 (8.8)

79 (57.7)

16 (11.7)

31 (22.6)
11 (8)

*N.D. Nessun Dato
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1D. Ricerca di mRNA candidati marcatori. Informazioni sui pazienti ed i1 controlli arruolati
nello studio

Casi Controlli P value
Eta 68+12 65+14 0.40
Sesso Maschi 34 35 0.42
Femmine 33 32
Grado Gl 6 -
G2 45 -
G3 9 -
*N.D. 7 -
Posizione Cieco 3 -
Colon Ascendente 17 -
Colon Trasverso 3 -
Colon Discendente 15 -
Sigma 10 -
Retto 19 -
TNM TINO 13 -
T2NO 15 -
T2N1 3 -
T3NO 13 -
T3NI 8 -
T3N2 6 -
T4NO 3 -
T4N1 1
T4N2 2 -
*N.D. 3 -
Dukes A 28 -
B 14 -
C 19 -
*N.D. 6 -
Stadiazione 1 25 -
2 A/B 15 -
3 A/B/C 18 -
*N.D. 9 -
BMI <25 26 -
>25 32 -
*N.D. 9 -
Storia fumatori No 35 -
Si 8 -
Ex Fumatori 22 -
*N.D. 2 -
Storia familiare No Familiarita 56 -
Si Familiarita 8 -
*N.D. Nessun Dato *N.D. 3 -
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I-Parte

Estrazione del DNA da sangue intero periferico
Il metodo di estrazione ¢ basato sul protocollo di Higuchi (Higuchi 1989) e prevede
l'isolamento del DNA da leucociti.

Protocollo di estrazione:

. Utilizzando 0.5 ml di sangue intero vengono aggiunti 0.5 ml di Lysis Buffer,
necessario per lisare le membrane plasmatiche di tutti gli elementi figurati del sangue. Le
provette vengono agitate vigorosamente a piu riprese per favorire la lisi, quindi centrifugate
a 13000 giri per 20 sec. Il surnatante viene rimosso facendo attenzione a non aspirare il
pellet contenente i nuclei dei leucociti.

. Aggiungendo 1 ml di Lysis Buffer al pellet lo si risospende dapprima
invertendo manualmente la provetta piu volte e poi agitando fino alla sua completa
risospensione.

. Dopo un passaggio in centrifuga a 13000 giri per 20 sec va ripetuto il
lavaggio con Lysis Buffer finche il pellet non risulta piu roseo (indice di presenza di
emoglobina che puo inibire Dattivita della Taq polimerasi) ed in seguito ancora una
centrifuga a 13000 giri per 30 sec.

. Rimosso il surnatante, il pellet viene risospeso in 0.5 ml di PCR Buffer
addizionato di proteinasi K (6 pul 10 mg/ml per ogni ml di PCR Buffer impiegato), una
soluzione che ha il compito di lisare gli involucri nucleari e liberare il DNA dei leucociti. A
questo punto si susseguono due incubazioni: la prima a 50-60°C per un’ora, per favorire
I’azione della proteinasi K, I'altra per 10 minuti a 95°C per inattivare la stessa.

. Infine le provette vengono centrifugate per 10 sec ed il surnatante
contenente il DNA ¢ trasferito in un’eppendorf pulita.

J I1 DNA ¢ conservato a — 20°C fino al suo utilizzo.
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Quantificazione del DNA:

I DNA estratto ¢ stato quantificato mediante spettrofotometro Thermo Scientific
Nanodrop, un sistema che permette di quantificare la presenza di acidi nucleici ed eventuali
proteine nel campione in esame. Il Nanodrop sfrutta 1'equazione di Lambert-Beer che
correla l'assorbanza alla concentrazione A = g*b*c A = assorbanza ¢ = coefficiente di
assorbanza b = cammino ottico in cm ¢ = concentrazione dell’analita in molarita (M). La
lettura spettrofotometrica degli acidi nucleici permette di misurare attraverso questa
equazione concentrazione e qualita di un estratto. Gli acidi nucleici assorbono alla
lunghezza d'onda di 260 nm ed il rapporto di assorbanza tra 260 e 280 nm, fornisce invece
indicazioni sul grado di contaminazione proteica che deve risultare compreso tra 1.7 e 2.
Scelta degli SNP

I marcatori scelti per i vari studi nell’ambito del mio progetto di Dottorato, sono stati
selezionati sia in base ai dati presenti in letteratura, sia utilizzando programmi
bioinformatici al fine di scegliere i polimorfismi piu informativi che mappano le regioni
cromosomiche d’interesse.

Genotipizzazione

Ciascun polimorfismo scelto ¢ stato amplificato mediante PCR utilizzando primer
fiancheggianti la sequenza di interesse ed 1 prodotti di amplificazione sono stati sottoposti a
digestione enzimatica con una specifica endonucleasi. La tabella 2 riassume 1 dettagli dei
polimorfismi indagati. I frammenti di restrizione sono stati separati in SDS-PAGE nativa al
10% e visualizzati mediante colorazione al bromuro di etidio, un intercalante del DNA. La
separazione dei frammenti mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide, ci ha permesso
di attribuire gli specifici genotipi ad ogni campione sottoposto ad analisi. Per valutare
I’accuratezza delle genotipizzazioni, un terzo dei campioni presi casualmente sono stati
testati in cieco da un secondo operatore. Sui dati ottenuti dalla genotipizzazione di ciascuno

SNP abbiamo quindi effettuato le analisi di associazione caso-controllo.
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Tabella 2. Specifiche sugli SNP investigati.

Gene e Posizione® SNP Cambio Enzima di

fDohmorﬁsmo Nucleoftidico Sequenza Primer (5'-3") pb Restrizione

CDHI .

DM o introme2  chrl6:68774033 T>C Fw- TCCAGTCTTTGACCACATGAA 28 Bsrl
Rev- TATCCAATCCCCAGCACTCT

MDRI 12 T Fw- TTCACTTCAGTTACCCATCTCG 237 Haelll

rs1128503 esone chr7:87550285 w- ae
Rev-CATCTCACCATCCCCTCTGT

MDRI 21 hr7:87531302 G>T/A 298 Gsal

152032582 esone chrs: Fw-TGTTGTCTGGACAAGCACTGA sa
Rev-TGTGAAGACAATGGCCTGAA

MDRI ,

rs1045642  csome 26 chr7:87509329 T Fw-GGCTCCGAGCACACCTGGGCA 220 Dpnll
Rev-GGCCAGAGAGGCTGCCACATGCT

ROCKI

S.UTR  chrl8:21112383 TG Fw-TACCAGCATTGAGCACCAGT 189 BstXT

135996865
Rev-TTGACTGTATCTTCCGGAGTCA

fs%%lgéno introne 1 chrl8:21098352 T>C Fw-AGTGGCATTGTCAACCAACA 202 FrudH1
Rev-TTTCCCCTATGTCCAGATCA

fsgg%ss introne 1 chrl8:21073648 T Fw-GAGTCAGGTGTAAAACATCATTTAGG 190  Dral
Rev-GGGTGGTGTTTCTCCAAAAAT

fgggéo introne 9 chrli8:21029619 T Fw-CCCACCCCAATATCTCCATA 204 Fatl
Rev-GGAAGACTTGGTCCACATCAA

ROCK?2 . ‘ i

RO o 4sy  introme 1 chr2:11340435 T>C Fw-CTTCACATCAACAGTAAGETCCA 151 Hpyl66 11
Rev-TTCTTTATGAAGAGTTTGGCATTT

fs%cggfm introne 1 chr2:11291149 G>A Fw-AGCCAAACACCCAGTTTCC 192 Dpnll
Rev-CACCTGGCCAACAACAATAA

ROCK?2 ‘

R Resgg  csonel6  chr:11214974 T>A Fw-TAACTTGGCAGTCTCCAGCA 181 Dpnll
Rev-TGTTGTTTGGTTTTGAATGGA

ROCK2 introne 17 chr2:11213800 ASG Fw-TGCTCATGCTGTTCTCCCTA 207 Fatl

117463896
Rev-ATGCAGTCCTTGCCTTGAAT

fgggz g5 introne32  chr:11190286 T>C Fw-TGCAGATGTACAACAAAATCCA 194 BisIMut 1

**Inserzione di mutazione A>C

*UCSC Genome Browser assembly ID: hg38

Rev-TTTTGTCATAGCAACGGTcAGT**

*Inserzione di mutazione T>G
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Reazione di amplificazione mediante PCR
Ciascuna sequenza contenente il polimorfismo (rinvenibile presso la banca dati del sito

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) ¢ stata amplificata mediante la reazione a catena della

polimerasi (PCR) utilizzando coppie di primer specifici complementari alle sequenze
nell'intorno di ciascun marcatore, individuati con l'ausilio del programma Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4/primer3/).

Le condizioni adottate per la reazione di amplificazione di ciascun marcatore prevedono i
seguenti step:
* denaturazione iniziale: 94°C per 5 minuti

¢ denaturazione: 94°C per 30 secondi

annealing: 55°C (variabile a seconda della sequenza indagata) per 30 secondi

* estensione: 72°C per 30 secondi

step di estensione finale: 72°C per 8 minuti.

Il loop centrale di denaturazione, annealing ed estensione ¢ stato di 35 cicli.

La reazione ¢ avvenuta in un volume finale di 12.5 pl contenente: 2 pl di DNA (pari a circa
100 ng), 1.25 pl di ANTPs 10 mM, 0.2 pl di primer senso 50 uM, 0.2 pl di primer antisenso
50 uM, 0.05 pl di Taq polimerasi (pari a 0.5 Unita), 0.3 ul di MgCl, 50 mM e 7.25 pl di
H,O ultrapura.

La corretta resa della reazione ¢ stata visualizzata mediante elettroforesi su gel di agarosio
all'l% in TAE (tris acetato - EDTA) 0.5 X addizionato con bromuro d’etidio, utilizzando
Sul di prodotto di PCR.

Digestione enzimatica

I1 prodotto di PCR contenente il polimorfismo d’interesse ¢ stato digerito mediante enzimi
di restrizione.

La miscela di reazione per ciascuna specifica reazione ¢ stata realizzata in un volume di 10

ul: 3 ul di prodotto di PCR, 1 ul di Buffer specifico 10 X, 0.1ul (10.000 U/ml) di enzima,
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5.9 ul di ddH,0 per un volume finale di 10 pl; per alcuni enzimi di restrizione, la miscela €
stata addizionata con 0.01 ul di BSA 100 X.

La soluzione ¢ stata immersa in un bagno termico per circa due ore alla temperatura
specifica per la massima attivita di ciascun enzima.

I prodotti di digestione sono stati visualizzati mediante elettroforesi verticale su gel di
poliacrilamide al 10%.

I1 gel fatto correre nel mini-protean conteneva: 3.33 pul di una miscela
acrilamide/bisacrilamide 29:1 al 30%, 1ml di TBE (tris borato - EDTA) 10 X, 5.55 ml di
ddH,0, 105 pl di APS (ammonio persolfato) 10%, 6.5 ul TEMED (tetrametilendiammina),
per un volume finale di 10 ml (utile per 2 gel).

Dopo il tempo di incubazione della digestione i campioni sono stati mescolati con 2 ul di
Loading Buffer 6 X e caricati nei pozzetti del gel. All’interno della camera di corsa ¢ stata
versata una soluzione di TBE 1 X. La corsa elettroforetica ¢ stata condotta per circa 1 ora e
30 minuti ad un voltaggio di 85 mV costanti (le tempistiche di corsa possono variare a
seconda della lunghezza dei frammenti da separare).

In seguito, 1 gel separati dai vetri, sono stati posti in agitazione in vaschette contenenti una
soluzione tampone TBE 1 X in presenza di bromuro di etidio per una decina di minuti;
infine osservati al transilluminatore ai raggi UV.

I pattern elettroforetici osservati per ciascun polimorfismo indagato erano quelli indicati
nelle figure 2A, 2B, 2C e 2D rispettivamente per gli SNP di CDHI, ABCBI, ROCKI e

ROCK?2.
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Figura 2A. Per il polimorfismo rs11865026 indagato per CDH1 presente nell'introne 2: un
frammento di 228 pb per il genotipo omozigote ancestrale TT; frammenti di 153 e 75 pb
per il genotipo CC e frammenti di 228, 153, 75 pb per I’eterozigote TC.

rs11865026

TT TT TC TC TC TC TT TC CC

Figura 2B. I 3 SNPs genotipizzati per ABCB1

* per rs1128503 presente nell’esone 12: frammenti di 182 e 55 pb per il genotipo TT;
frammenti di 147, 55 e 35 pb per il genotipo CC e frammenti di 182, 147, 55 e 35 pb
per I’eterozigote TC.

* per rs2032582 presente nell’esone 21: un frammento di 298 per il genotipo TT;
frammenti di 253 e 45 pb per il genotipo GG e frammenti di 298, 253 e 45 pb per
I’eterozigote TG.

* per 151045642 presente nell’esone 26: un frammento di 220 per il genotipo TT;

frammenti di 111 e 109 pb per il genotipo CC e frammenti di 220, 111 e 109 pb per
’eterozigote TC.

rs2032582

rs1128503

298 pb
182 pb 253 pb
147 pb

55 pb 45 pb

T™C ¢CC TT C€C TC Tr TC TT TC CC TG TG TG GG TT GGTG GG GG

rs1045642

210 pb
111109 pb

TCTT TC TCTC TC TC TT TC TT
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Figura 2C. I 4 SNPs indagati per ROCK1

per 1s35996865 presente nella regione 5'-UTR: un frammento di 189 per il genotipo
omozigote ancestrale TT; frammenti di 135 e 54 pb per il genotipo GG e frammenti di
189, 135, 54 pb per I’eterozigote TG.

per 173963110 presente nell'introne 1: un frammento di 212 per il genotipo omozigote
ancestrale TT; frammenti di 167 e 45 pb per il genotipo CC e frammenti di 212, 167 e
45 pb per I’eterozigote TC.

per rs2127958 presente nell'introne 1: un frammento di 190 per il genotipo omozigote
ancestrale CC; frammenti di 154 e 36 pb per il genotipo TT e frammenti di 190, 154 e
36 pb per I’eterozigote CT.

per 1s288980 presente nell'introne 9: un frammento di 160 e 44 per il genotipo
omozigote ancestrale CC; un frammento di 204 pb per il genotipo TT e frammenti di
204, 160 e 44 pb per I’eterozigote CT.

rs73963110

k848 -3% FL 31 TF T8 80 2% -B%

TGGGTGTTTTTGTGTGTTTT

rs2127958 rs288980
fl

.
St S St S S w— N—

— Nt e et s
. et Nt

—

TTTT CC CCCTCT CT TT TT CC CCTTTTCTCT CC CTCC TT
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Figura 2D. I 5 SNPs studiati per ROCK?2

. per 1512692437 presente nell'introne 1: frammenti di 103 e 48 per il genotipo
omozigote ancestrale TT; frammenti di 82, 48 e 21 pb per il genotipo CC e frammenti di
103, 82, 48 e 21 pb per I’eterozigote TC.

. per rs7563468 presente nell'introne 1: un frammento di 192 per il genotipo
omozigote ancestrale GG; frammenti di 127 e 65 pb per il genotipo AA e frammenti di 192,
127, 65 pb per I’eterozigote GA.

. per rs35768389 presente nell'esone 16: frammenti di 141 e 40 pb per il genotipo
omozigote ancestrale TT; un frammento di 181 pb per il genotipo AA e frammenti di 181,
141, 40 pb per I’eterozigote TA.

. per 1517463896 presente nell'introne 17: frammenti di 211 e 6 per il genotipo
omozigote ancestrale AA; frammenti di 124, 87 e 6 pb per il genotipo omozigote GG e
frammenti di 211, 124, 87, 6 pb per I’eterozigote AG.

. per rs16857265 presente nell'introne 32: un frammento di 194 per il genotipo
omozigote ancestrale TT; frammenti di 172 e 22 pb per il genotipo CC e frammenti di 194,
172, 22 pb per I’eterozigote TC.

rs12692437 157563468

rs35768389

.
103 pb 192 pb

181 pb
82 pb 127 pb 141 pb
48 pb 65 pb 40 pb
TTTT TC TTTT TT TT TT TT GAGA GG GAGAGAAAAAGAAAAA AATTAATTAATATATATTTTTATT
rs17463896

rs16857265

194 pb
172 pb
211 pb
124 pb
87 pb

22 pb
AA AA GG AA AG AG AA ccec TT TT TCTC TC C€CC €CC TT
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Isolamento di RNA e sintesi di cDNA per la valutazione di espressione genica dei geni
CTNNBI1, LEF1 e CDH1

Ogni biopsia prelevata dal tessuto tumorale e dal tessuto normale ¢ stata congelata in azoto
liquido e conservate a -80 ° C fino al momento dell'estrazione dell'RNA.

Un'aliquota di circa 100 mg di ogni campione ¢ stata omogeneizzata in 1 ml di Tri
Reagent® Solution (Ambion Inc., Austin, TX, USA) utilizzando un omogeneizzatore di
tessuto ed incubata a temperatura ambiente per 5 minuti. 0.2 ml di cloroformio sono stati
poi aggiunti a ciascun campione. Dopo la centrifugazione per 15 minuti a 12000 g, la fase
acquosa contenente I'RNA totale ¢ stata trasferita in una nuova provetta e miscelata con 0,5
ml di isopropanolo. I campioni sono stati incubati a temperatura ambiente per altri 10-15
minuti e poi centrifugati a 12000 g per 10'. Il pellet di RNA ottenuto, ¢ stato lavato con 1
ml di etanolo al 75%. Dopo centrifugazione a 7500 g per 5 ', l'etanolo ¢ stato poi rimosso ed
il pellet di RNA lasciato asciugare brevemente all'aria, infine risospeso in 40 ul di acqua
libera da RNasi.

La purezza e la concentrazione dell’RNA recuperato sono state determinate mediante lo
spettrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA).
Di ciascun campione sono state retrotrascritte a cDNA aliquote di 1 pg di RNA totale
(tessuti tumorali e tessuti di controllo) utilizzando il kit SuperScript VILO ¢cDNA Synthesis
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Real time qPCR

L'espressione genica ¢ stata valutata mediante Real-Time PCR quantitativa, utilizzando
specifici primers disponibili in commercio (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, Mo, USA). Le
sequenze dei primer per 1 geni selezionati sono elencate nella tabella 2.

Sono stati valutati 1 livelli di espressione genica di tre geni: CTNNBI, LEF] ¢ CDHI,
mentre come gene di riferimento abbiamo utilizzato GAPDH scelto in seguito a test

preliminari eseguiti con tre geni costitutivi. I quattro saggi effettuati hanno mostrato
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un’efficienza di reazione ottimale (tra il 98% e il 102%) ed una corretta linearita delle curve
seriali su tutta la serie delle 8 diluizioni logaritmiche.

Le reazioni di PCR sono state effettuate in un volume finale di 20 ul contenente 10 pl 2X di
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 400
nM della concentrazione di ciascun primer e 300 nM di cDNA. Le amplificazioni sono state
condotte utilizzando lo strumento ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Dopo una fase di denaturazione iniziale a 95 °C per 10 min, l'amplificazione
procedeva con 40 cicli in due fasi di 15 sa 95 °C e 60 s a 60 °C. Come passo finale, ¢ stata
eseguita una analisi della curva Melting di dissociazione. Tutti gli esperimenti sono stati
eseguiti utilizzando dei controlli negativi privi di templato per verificare la presenza di
eventuale contaminazione.

Dopo la normalizzazione con il gene di riferimento, 1 livelli di espressione genica di ciascun
marcatore nel tessuto tumorale sono stati confrontati con quelli del tessuto normale
mediante il metodo del delta / delta Ct [65].

Analisi statistica

I dati ottenuti dalla genotipizzazione dei polimorfismi sono stati elaborati mediante analisi
statistica. La distribuzione dei genotipi negli individui affetti da patologia e nel gruppo di
controllo ¢ stata testata per la deviazione dall’Equilibrio di Hardy-Weinberg utilizzando il
test del 2 di Pearson.

In primo luogo I’associazione genetica ¢ stata studiata in merito al rapporto di
verosimiglianza o probabilita impiegando il Software Unphased V3.15 su sistema operativo
Windows Vista. Un test specifico ¢ stato poi effettuato per ciascun aplotipo. Si ¢ trattato di
un test a punteggio per una differenza di rischio tra un aplotipo e tutti gli altri insieme,
diversamente dai rapporti di probabilita, che sono stati calcolati in relazione ad un unico
aplotipo di riferimento. Un test di permutazione ¢ stato poi eseguito con 10.000 repliche del

campione, per consentire correzioni multiple del test su tutti i test effettuati. In ogni
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replicato 1 valori sono stati mescolati a caso tra tutti i soggetti. In questa analisi abbiamo
calcolato i rapporti di probabilita valutando il livello di associazione dei portatori di alleli
rari sia in caso di modello dominante che recessivo. La regressione logistica ¢ stata infine
utilizzata per le analisi multivariate utilizzando il software SPSS.

L'espressione genica di CTNNBI, LEFI e CDHI ¢ stata studiata su biopsie di 54 campioni
provenienti da 27 pazienti (per ciascuno una componente tumorale ed una di tessuto
normale). La normalizzazione dei livelli di espressione dei geni nel tessuto tumorale e
normale ¢ stata effettuata mediante il T test.

II — Parte

Ricerca in database e selezione dei marcatori

L'archivio di genomica funzionale "Espressione Genica Omnibus" (GEO), ¢ stato utilizzato
per la ricerca dell’insieme di dati presenti nel database di esperimenti basati sulla tecnologia
dei microarrays. Sono stati utilizzati per la ricerca le seguenti parole chiave: "Cancro del
colon, cancro del retto e Homo sapiens [organismo]". Inoltre, la ricerca delle parole chiave
"Sangue intero [campione di ricerca] ed Homo sapiens [organismo]" sono state utilizzate
per recuperare I’insieme di dati nello stesso database, generando quindi un gruppo che
serviva come un insieme per evidenziare 1’espressione genica specifica per CCR rispetto al
confronto differenziale sulle cellule del sangue normale.

I risultati della ricerca sono stati poi filtrati utilizzando i seguenti criteri.

I criteri di inclusione dell” insieme dei dati nell'analisi sono stati:

-esperimenti del tipo "Profili di espressione mediante microarray "

-tessuti primari

-qualsiasi eta o sesso del soggetto

-il CCR in ogni fase

-sangue periferico non frazionato

-cellule del sangue non stimolate
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-disponibilita dei dati grezzi o dati pre-elaborati per il singolo canale del tessuto di interesse
nel caso di esperimenti con due canali.

I criteri di esclusione sono stati:

-campioni di linee cellulari

-tessuti di adenoma non maligni

-cellule metastatiche

-pazienti in trattamento

-sangue del cordone ombelicale

-frazioni del sangue (ad esempio cellule mononucleate del sangue periferico o campioni di
sangue sottoposti a riduzione della globina mRNA)

-sangue trattato non-sano o di soggetti pediatrici

-esoni array (ostacolano l'elaborazione dei dati di TRAM a causa di un elevato numero di
righe di dati) o piattaforme con sonde suddivise in distinti array per ogni campione
(ostacolano la normalizzazione nel campione)

-piattaforme che analizzano un numero atipico di geni (cio¢ <5.000 o > 60.000)

Per ottenere una mappa quantitativa del trascrittoma, 1 valori di ciascun gruppo di dati sono
stati linearizzati quando forniti come logaritmi.

Infine, a causa della tempistica del processo di elaborazione TRAM, per ogni serie di GEO
abbiamo preso le prime dieci liste di campioni scelti a caso ed 1 primi 10 campioni elencati
quando la dimensione del campione era maggiore di 10 per un totale di 349 campioni con
CCR su 2.532 trovati e 200 campioni di sangue di soggetti normali su 958 trovati.

I 349 campioni con CCR presi in considerazione per la nostra meta-analisi sono stati
selezionati in modo casuale da 37 studi condotti in diversi paesi (Australia, Cina,
Danimarca, Finlandia, Germania, Ungheria, Italia, Giappone, Norvegia, Polonia, Singapore,
Corea del Sud, Spagna, Stati Uniti d'America). I dati clinici non erano completamente

disponibili per tutti i soggetti e la fascia d'eta comprendeva pazienti tra i 42 e gli 88 anni.

43



I maschi e le femmine sono stati equamente rappresentati e sono stati inclusi tutti i siti del
colon e le fasi Dukes.

I 200 campioni di sangue non patologico scelti sono stati ottenuti da 23 studi anche condotti
in diversi paesi (Australia, Cina, Danimarca, Germania, India, Italia, Paesi Bassi, Norvegia,
Regno Unito, Stati Uniti d'America) su soggetti sani, senza storia clinica di pregressa
malattia neoplastica.

Analisi TRAM (Transcriptome Mapper)

Il software TRAM (Transcriptome Mapper) consente l'importazione dei dati di espressione
genica registrati nella banca dati NCBI GEO in formato di testo delimitato da tabulazioni.
Consente inoltre l'integrazione di tutti 1 dati decodificando le sonde identificate con simboli
corrispondenti a geni tramite i dati presenti nell’analisi UniGene, normalizzando i dati
provenienti da piu piattaforme utilizzando una normalizzazione intra-campione e inter-
campione (normalizzazione in scala quantile).

Abbiamo creato una directory (cartella) per ogni tessuto, contenente tutti i dataset di
esempio relativi alla stessa fonte (gruppo 'A' pazienti con CCR, n = 349; gruppo 'B' sangue
di soggetti normali, n = 200) e selezionati per lo studio.

Il confronto ci ha permesso di analizzare le mappe del trascrittoma differenziale di 'A’
contro il 'B', utilizzando il rapporto tra i valori di espressione medi per ciascun locus.
Abbiamo utilizzato una versione aggiornata di TRAM, per cui una maggiore risoluzione dei
geni identificati e database aggiornati di Entrez Gene, Unigene e TRAM 1.1 (giugno 2013,
disponibile gratuitamente a http://apollo]1.isto.unibo.it/software, invece della versione
originale del 2011). Sono stati caricati i dati relativi a 10 piattaforme (GPL80, GPL1449,
GPL2006, GPL2895, GPL3121, GPL4811, GPL6370, GPL6883, GPL8432, GPL10665). In
breve, 1 valori di espressione genica sono stati assegnati a loci individuali via UniGene,
intra-campione, normalizzati come percentuale del valore medio e inter-campione,

normalizzati in scala quantile.
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Estrazione di RNA totale con Trizol LS

Il sangue intero raccolto in provetta contenente EDTA come anticoagulante ¢ stato trattato
per la lisi con TRIzol LS contenente fenolo e guanidina isotiocianato che ¢ un inibitore
dell’RNAsi (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), entro un'ora dal momento del prelievo.
L’RNA totale ¢ stato estratto da 1mL di sangue secondo il protocollo del produttore.

E’ stato aggiunto cloroformio ad ogni provetta, agitando manualmente per 15°.

Dopo un’incubazione di 15 min a T.A. ¢ stata eseguita una centrifugazione a 12.000 rcf per
15 min a 4°C cosi da ottenere una fase acquosa ed una fase organica separate da
un’interfaccia. E’ stata prelevata la fase acquosa contenente I’RNA, alla quale ¢ stato
aggiunto un pari volume di isopropanolo che ne determina la precipitazione. Dopo 10
minuti di incubazione a T.A., ¢ stata eseguita una seconda centrifugazione di 12.000 rcf per
10 min a 4°C; eliminato il surnatante, il “pellet” ¢ stato lavato facendo due passaggi in
etanolo al 75% seguiti da una centrifugazione a 7.600 rcf per 20 min a 4°C.

Dopo i lavaggi, il “pellet” di RNA ottenuto ¢ stato fatto asciugare brevemente a temperatura
ambiente, in modo da far evaporare tutto 1’alcool residuo, potente inibitore della
retrotrascrizione. Infine il pellet di RNA ¢ stato risospeso in 15 microlitri di acqua DEPC
RNasi-free, per una concentrazione finale di circa 0,5ug/pl e conservato a —20°C.

La concentrazione di tutti i campioni di RNA ¢ stata quantificata allo spettrofotometro

Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
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Progettazione dei primer

La progettazione dei primer ¢ stata effettuata secondo i parametri suggeriti da Sharrocks
(1994), con I’ausilio del programma Primer 3 ¢ Amplify per elaboratori Macintosh.

Di ciascun primer ¢ stata successivamente verificata la specificita, con il confronto diretto
mediante I’algoritmo BLAST, con le sequenze dei geni, delle EST umane e dei frammenti
genomici contenuti nelle banche dati dell’NCBI. Gli oligonucleotidi progettati, sono stati
prenotati mediante un servizio commerciale di sintesi (SIGMA ALDRICH, Milano, Italia),
come prodotti liofilizzati. La sequenza di ciascun primer utilizzato ed il gene di riferimento
¢ riportata nella tabella 3. I prodotti liofilizzati sono stati risospesi in acqua bidistillata
sterile alla concentrazione di 100 mM. I primer sono stati utilizzati nei diversi esperimenti

sempre alla concentrazione finale di 10 uM.
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Tabella 3. Primers utilizzati per la qRT-PCR

Simbolo del Nome del RifSeq RNA Sequenza coppie di RT-PCR
Gene Gene GenBank Primer (5" — 3')a (pb)
Accession
No.
TSPANS Tetraspanina 8 NM_004616 ctaagtctgatcgcattgtg 103
aacacaattatggcttcctg
EPCAM Molecola di NM 002354 gtatgagaaggctgagataaag 147
Adesione delle cttcaaagatgtcttcgtcc
Cellule
Epiteliali
SPINK1 Inibitore Serina NM_003122 tgaaaatcggaaacgccagac 89
Peptidasi , geggtgacctgatgggattt
Kazal tipo 1
COLIA2 Collagene, tipo NM_ 000089 gtggttactactggattgac 184
I, alfa 2 ctgccagcattgatagtttc
CDH1 Homo sapiens NM_ 004360 cagtacaacgacccaaccca 99
caderina 1, tipo cacgctgacctctaaggtgg

1, E-caderina

LGALS4 Lectina, NM 006149 ttaccctggtcccggacatt 135
legame al agcctcccgaaatatggeac
Galattoside,
Solubile, 4

CEACAM6 Antigene NM 002483 cacagtctctggaagtgctce 99
Carcinoembrio ggccagcactccaatcgt

nario collegato
alle Molecole

di Adesione 6
B2M Beta-2- NM 004048 tgcctgeegtgtgaaccatgt 97
microglobulina tgcggcatcttcaaacctecatga

a . . . . .
Per ogni gene in alto: primer forward; in basso: primer reverse

Retrotrascrizione (RT)

300 ng di RNA totale sono stati retrotrascritti con il kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (Carlo Erba Reagenti, Milano, Italia), secondo le istruzioni del produttore, in un
volume finale di 20 pL in presenza di 10 mM di desossiribonucleotidi trifosfato (ANTP),

100 uM di primer esameri casuali, 200 U di enzima trascrittasi inversa e relativo tampone
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di retrotrascrizione 5X e 20U/ul dell’enzima inibitore dell’RNasi. La reazione di
retrotrascrizione ha previsto un’incubazione a 42°C per 1 ora, preceduta da un’incubazione
di 5 min a 25°C per permettere la sintesi dei primer esameri casuali, di seguito la miscela ¢
passata a 70°C per 5 minuti per porre termine alla reazione. Come controllo negativo ¢ stato
incluso un campione d’acqua in tutte le retrotrascrizioni.

Real Time qPCR

Le reazioni di amplificazione sono state ottenute utilizzando il sistema EvaGreen (Bio-Rad,
Hercules, CA), secondo le istruzioni del produttore.

Le reazioni PCR in tempo reale sono state eseguite utilizzando lo strumento CFX96 (Bio-
Rad, Hercules, CA), realizzate su piastre ottiche da 96 pozzetti (Hard-Shell PCR Plates 96-
Well Low-Profile, Bio-Rad) e sigillate con il film ottico adesivo (Microseal,B, Bio-Rad).
Le reazioni eseguite in duplicato, prevedevano un primo step a 95 °C per 10 minuti, seguito
da 40 cicli di 95 °C per 15 sec e 60 °C per 1 min (rispettivamente denaturazione e
annealing), con analisi della curva di fusione. Ogni ciclo qPCR comprendeva sempre un
controllo negativo privo di cDNA, e un controllo positivo di cDNA derivato dalla linea
cellulare HT-29, dove i geni di interesse sono notoriamente presenti.

L’efficienza di reazione (E) ¢ stata calcolata dalla pendenza della curva standard generata
da diluizioni seriali di 10 volte del calibratore cDNA, secondo la formula:

E =110 (-1/slope) -1] x 100.

I cicli soglia ottenuti in seguito all’impostazione manuale del thereshold, sono stati
elaborati con excel. Per I’analisi dei dati abbiamo utilizzato il ACT, che valuta le differenze
per ciascun campione tra la media dei replicati cicli soglia (Ct) del gene bersaglio e la
media dei replicati cicli soglia (Ct) del gene di riferimento. L’errore ¢ stato valutato come

deviazione standard dalla media di tutti i replicati.
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Analisi statistiche

Il T-Test Student ¢ stato adottato per il confronto dei livelli di espressione analizzati

tra i casi CCR ed i controlli.

L’analisi della curva ROC (Receiver Operating Characteristic) ¢ stata utilizzata per ciascun
marcatore per valutare I’accuratezza di un test diagnostico utilizzando tutto il range dei
valori ottenuti ACt dei pazienti CCR e dei controlli. La curva ROC ci ha permesso anche di
identificare il valore soglia ottimale per ciascun marcatore.

Abbiamo calcolato sia I'area sotto la curva che 1 paramentri di sensibilita (la proporzione di
veri positivi) e specificita (la proporzione di veri negativi), con corrispondenti intervalli di
confidenza al 95% utilizzando la versione MedCalc 16 per le analisi statistiche.

L’area sotto la curva delle ROC puo assumere valori compresi tra 0.5 e 1; tanto piu la curva
si avvicina ad 1, tanto maggiore risulta il potere discriminante del test.

Per I’interpretazione dei valori ottenuti dell’area sotto la curva “AUC”, possiamo riferirci
alla classificazione di Swets (J. A. Swets e D. M. Green, 1966):

-test non informativo AUC=0.5

-test poco accurato 0.5<AUC<0.7

-test accurato 0.7<AUC<0.9

-test altamente accurato 0.9<AUC<I

-test perfetto AUC=1

In seguito abbiamo effettuato un’analisi discriminante per i marcatori selezionati
utilizzando il software statistico SPSS, versione 23. Il gruppo di soggetti sani ed il gruppo
dei pazienti sono stati inseriti in una variabile identificativa delle rispettive diagnosi.

I quattro marcatori indipendenti sono stati raggruppati costruendo un’unica variabile. Infine
¢ stata costruita la curva ROC per il pannello dei 4 marcatori e per tutte le altre

combinazioni.
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Risultati
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Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene CDH1
Analisi statistica

Per studiare ’associazione genetica tra CCR e quattro polimorfismi selezionati sul gene
CDH1, ¢ stata eseguita una serie di test di associazione allelica e di aplotipo. La frequenza
dei genotipi osservati nei gruppi dei casi e dei controlli ¢ risultata coerente con la legge
dell’equilibrio di Hardy-Weinberg (Tabella 4).

Tabella 4. Genotipi osservati per i polimorfismi studiati di CDH1 in pazienti e controlli

dbSNP ID*  Posizione genoma® Alleli (A/a)° Gruppi AA Aa aa MAF gﬁgep
casi 64 55 19 0.34 0.20
rs11865026 chr16:68774033 T/C controlli 64 58 19 034 0.32
casi 38 64 36 049 0.40
rs11642413 chr16:68790144 A/G controlli 41 64 36 048 0.28
casi 35 72 31 049 0.60
rs10431923 chr16:68839013 G/T controlli 32 72 37 0.52 0.79
rs13689  chrl6:68868272 Tc 9 sl 3 0dd 04

controlli 108 30 3 0.13 0.60

*NCBI-SNPs data base
®UCSC Genome Browser su Human February 2009 assembly
Allele maggiore indicato per primo

Frequenza dell’allele minore

¢Test del Pvalue per verificare I’Equilibrio di Hardy-
Weinberg

Le stime delle frequenze aplotipiche indicano un elevato livello di linkage disequilibrium
tra 1 polimorfismi rs11865026, rs11642413 e rs10431923, mentre I’ rs13689 ¢ apparso
debolmente in linkage ed ¢ stato quindi escluso dalla successiva analisi di associazione

aplotipica (Tabella 5).
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Tabella 5. Linkage disequilibrium tra SNP di CDH1.

rs11865026 rs11642413  rs10431923 rs13689

rs11865026 0.718 0.678 0.399
rs11642413 0.276 0.688 0.534
rs10431923 0.241 0.46 0.402
rs13689 0.013 0.043 0.025

D' al di sopra della diagonale; r* al di sotto della diagonale

La tabella 6 riporta il P value di associazione globale ottenuto in 7 test, 4 per ogni SNP e 3
per diverse combinazioni di aplotipi. Un livello nominale di significativita ¢ stato ottenuto
per l'associazione tra CCR e le combinazioni di aplotipo rs11642413-rs10431923 (totale P
value = 0.0063).

Allo scopo di adattare le correzioni sui molteplici test effettuati in questo studio (n = 7)
sono state testate oltre 50.000 permutazioni. Il valore empirico corretto del P value per

l'associazione con la combinazione di aplotipo rs11642413-rs10431923 ¢ risultata 0.048.

Tabella 6. Associazione tra polimorfismi di CDHI e CCR P values globali dei test sui
rapporti di verosimiglianza per associazione con un singolo SNP o combinazioni di SNPs.

SNP o combinazioni di SNPs P value Globale
rs11865026 0.93
rs11642413 0.80
rs10431923 0.45
rs13689 0.54
rs11865026-rs11642413 0.98
rs11642413-rs10431923 0.0063
rs11865026-rs11642413-rs10431923 0.27
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La tabella 7 riporta i livelli di associazione di ciascun aplotipo all'interno della finestra
rs11642413-rs10431923. I due aplotipi rari aumentano il rischio di CCR, dal momento che

la loro frequenza ¢ apparsa quasi raddoppiata tra i pazienti CCR.

Tabella 7. Stime di frequenze di aplotipo ed effetti di aplotipo per i polimorfismi
rs11642413 e rs10431923.

Aplotipo Casi Controlli Freq-Ca  Freq-Co OR (95% C.I.)
AT 104.6 131.3 0.38 0.47 ref.
GG 106.6 121.3 0.39 0.43 1.103 (0.7653-1.59)
GT 32.4 14.7 0.12 0.05 2.763 (1.372-5.565)
AG 28.4 14.7 0.10 0.05 2.422 (1.183-4.958)

Studio dell’espressione genica di CTNNBI, LEF1, e CDHI

La normalizzazione dei livelli di espressione dei geni osservati nel tessuto tumorale e nel
tessuto normale sono stati confrontati mediante T test dei campioni accoppiati. I livelli di
espressione nei tessuti tumorali sono risultati significativamente piu bassi per CTNNBI ( P
value = 0.006; fold change? = 0.49 [IC 95% 0.80-0.30]) e per CDHI (P value= 0.009; fold
change?= 0.45 [IC 95% 0.80-0.25]) , mentre per LEFI non c’erano differenze di
espressione (P value = 0.27).

Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene MDR1
Analisi bivariata

Le frequenze genotipiche dei casi e dei controlli sono risultati nell'equilibrio di Hardy-
Weinberg (tabella 8).

Lo studio di associazione ¢ stato condotto per verificare se varianti alleliche in
polimorfismi mappanti in ABCBI fossero associate sia riguardo il CCR nel suo complesso
che riguardo a sottogruppi individuati sulla base del grado istologico riscontrato, della
localizzazione del tumore (cieco, ascendente, trasverso e discendente) o del sesso del

paziente (tabelle 9, 10, e 11). Nessuna delle varianti alleliche ¢ risultata essere associata al
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rischio di insorgenza del CCR sia nel campione in toto, che stratificato per il grado
istologico; tuttavia, ¢ stata riscontrata un’associazione significativa rispetto alla
localizzazione nel sigma e in particolare le varianti alleliche dei polimorfismi rs1128503 e
rs2032582 sono risultate meno frequenti nei pazienti con il tumore al sigma (valori di P =
0.006 e 0.023, rispettivamente). Per quanto riguarda il genere maschile la stratificazione per
genere ha dimostrato che lo SNP rs1128503 ¢ associato al CRC nei maschi (P = 0.03; ORet
= 0.49 (95% CI 0.20-1.18), ORom = 0.31 (95% CI 0.09-1.00). L'allele variante, meno
frequente nei pazienti di sesso maschile (MAF = 0.32) rispetto ai controlli (MAF = 0.44), ¢
risultato piu frequente nelle pazienti (MAF = 0.53); tuttavia, la differenza non si ¢ mostrata
significativa rispetto ai controlli di sesso femminile (P = 0.12). Nessuna differenza nella
frequenza allelica tra i generi ¢ stata osservata all'interno del gruppo di controllo.

I1 livello di associazione per 1s2032582 ¢ apparso piu debole; gli OR sono risultati essere:
ORet = 0.49 (95% C1 0.18-1.32) e ORom = 0.22 (95% CI 0.05-1.09).

L’odds ratio (OR) presente in eterozigosi (ORet) per la variante allelica rs1128503 nel
confronto tra malati e sani ¢ risultata 0.26 (95% CI 0.09-0.80), mentre in omozigosi

(ORom) 0.21 (95% CI 0.04-1.03).
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Tabella 8. Distribuzione genotipica per i polimorfismi studiati del gene MDRI e test

d’associazione

Casi Assoc."  Dominante Recessivo
SNP Gruppi AA Aa aa MAF® Pvalue OR (95% C.I) OR (95% C.L)
Controlli 33 45 22 045 ref. ref. ref.
1236C>T  CCR tot 37 38 21 042 0.57 0.79(0.44-1.4) 0.85(0.40-1.8)
rs1128503 CCRmaschi 25 21 6 0.32 0.03 0.53(0.27-1.1) 0.36(0.13-1.0)
CCR femmine 12 17 15 0.53 0.16 1.31(0.60-2.9) 1.87(0.74-4.8)
Controlli 32 44 24 046 ref. ref. ref.
2677G>T/A CCR tot 32 45 21 044 0.75 0.97(0.54-1.8) 0.87(0.41-1.9)
rs2032582 CCRmaschi 20 26 6 0.37 0.11 0.75(0.37-1.5) 0.40(0.14-1.2)
CCR femmine 12 19 15 0.53 0.25 1.33(0.61-2.9) 1.67(0.66-4.2)
Controlli 29 42 29 0.50  ref ref. ref.
3435C>T  CCR tot 28 45 24 048 0.68 1.01(0.54-1.9) 0.86(0.41-1.8)
rs1045642 CCRmaschi 17 26 8 0.41 0.15 0.82(0.40-1.7) 0.47(0.18-1.3)
CCR femmine 11 19 16 0.55 0.39 1.30(0.58-2.9) 1.46(0.58-3.67)

“Test per differenze di frequenze alleliche; "Frequenza dell’allele minore
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Tabella 9. Informazioni relative alla genotipizzazione dello SNP rs1128503

mappante nell'esone 12 del gene MDRI.

Genotipo
N* CC CT TT MAF®  Pvalue
Controlli 100 33 45 22 044 ref.
Casi 9% 37 38 21 042 0.57
Grado 1 5 2 1 2 0.5 0.76
Casi Grado 2 64 24 27 13 041 0.58
Grado 3 20 8 7 5 0.43 0.82
Colon 51 19 21 11 042 0.70
Casi Sigma 21 14 5 2 0.21 0.0056
Retto 24 4 12 8 0.58 0.085
Controlli Maschi 49 14 24 11 047 ref.
Casi Maschi 52 25 21 6 032 0.027
Controlli Femmine 51 19 21 11 042 ref.
Casi Femmine 44 12 17 15 0.53 0.12

*Numero di individui

°Frequenza dell’allele minore
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Tabella 10. Informazioni relative alla genotipizzazione dello SNP rs2032582

mappante nell'esone 21 del gene MDRI.

Genotipo
N* GG GT TT MAF®  Pvalue

Controlli 100 32 44 24 0.46 ref.
Casi 98 32 45 21 0.44 0.75

Grado 1 5 2 1 2 0.5 1.00
Casi Grado 2 65 20 31 14 0.45 0.91

Grado 3 21 8 8 5 0.43 0.71

Colon 52 15 26 11 0.46 0.98
Casi Sigma 22 12 8 2 0.27 0.023

Retto 24 5 11 8 0.56 0.20
Controlli Maschi 49 16 21 12 0.46 ref.
Casi Maschi 52 20 26 6 0.37 0.18
Controlli Femmine 51 16 23 12 0.46 ref.
Casi Femmine 46 12 19 15 0.53 0.32

*Numero di individui

°Frequenza dell’allele minore
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Tabella 11. Informazioni relative alla genotipizzazione dello SNP rs1045642 mappante

nell'esone 26 del gene MDRI.

Genotipo
N° CC CT TT MAPF P value

Controlli 100 29 42 29 0.5 ref.
Casi 97 28 45 24 048 0.68

Grado 1 5 2 1 2 0.5 1.00
Casi Grado 2 64 17 29 18 0.51 0.89

Grado 3 21 8 10 3 0.38 0.16

Colon 51 14 27 10 0.46 0.52
Casi Sigma 22 8 7 7 0.48 0.78

Retto 24 6 11 7 0.52 0.79
Controlli Maschi 49 13 20 16 0.53 ref.
Casi Maschi 51 17 26 8§ 0.41 0.092
Controlli Femmine 51 16 22 13 0.47 ref.
Casi Femmine 46 11 19 16 0.55 0.24

*Numero di individui

°Frequenza dell’allele minore
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Analisi multivariate

Le statistiche bivariate hanno suggerito che 1 polimorfismi ABCB/ da noi studiati possono
influenzare la localizzazione del cancro e possono agire in modo diverso nei due sessi.
Abbiamo effettuato pertanto un approccio statistico di analisi multivariata per capire come
il genotipo ABCBI possa influenzare la localizzazione del CCR ed una differenza di genere
tra 1 pazienti considerando ulteriori fattori di confondimento.

Prima di tutto, la regressione logistica ¢ stata utilizzata per verificare se 1'esito (0 = controlli
sani, 1 = CCR in una posizione anatomica specifica, cio¢ colon o sigma o retto) poteva
essere previsto in base al genotipo rs1128503 ed al genere (tabella 12). Questa analisi ha
indicato che il carcinoma del sigma ¢ associato al polimorfismo rs1128503 mentre il genere
non ha agito come fattore di confondimento.

In effetti, gli OR per le varianti alleliche dei pazienti rispetto ai controlli, distinti per
genere, risultavano invariati in relazione agli OR grezzi ottenuti dall'analisi bivariata.

La seconda analisi multivariata mirava a capire se il rapporto di genere tra i pazienti (0 =
CCR pazienti di sesso maschile, 1 = pazienti CCR femmine) potevano essere rilevanti
secondo la posizione del tumore (colon, sigma, retto), il grado istologico (G1, G2, G3),
I’eta della diagnosi (anni), ed il genotipo del marcatore rs1128503 (tabella 13).

Tra queste variabili indipendenti, il fattore che influenzava il genere era il genotipo
rs1128503 (P = 0.009).

L’OD calcolato sulle femmine che presentavano 1’allele variante al polimorfismo
rs1128503, rispetto ai controlli, corretti per tutti gli altri fattori, sono ORet = 0.11 (95% CI
0.03-0.44) e per ORom = 0.24 (95% CI 0.06-0.87). Inoltre, un effetto borderline ¢ stato
osservato per il grado istologico (P value = 0.07), dove I'OR di femmine con tumore in G3,

contro G1, corretto per tutti gli altri fattori era 0.26 (95% CI 0.08-0.87).
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Tabella 12. Analisi di regressione logistica per verificare se il cancro del colon sigma (0 =
controlli sani, 1 = colon sigma) possa essere modulato dal genotipo rs1128503 e dal genere.

Variabile indipendente

B* es” Wald® d.f® Pvalue OR (95%C.L)

rs1128503

CT vs CC

TT vs CC

Genere (0 = maschi, 1 = femmine)

Costante

Modello

7.57 2 0.02

-1.35 0.57  5.58 1 0.02 0.26(0.08-0.79)

-1.53 0.81  3.60 1 0.06 0.22(0.04-1.05)

-033 050 0.44 1 051 0.72(0.27-1.92)

-0.70 039  3.17 1 0.07

x2=28.59d.f=3 P=0.035

*Coefficiente di regressione
°Errore standard
‘Wald test

4Gradi di liberta
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Tabella 13. Analisi di regressione logistica per verificare se il rapporto maschi/femmine
nei pazienti (0 = pazienti di sesso maschile, 1 = pazienti di sesso femminile) possa
essere modulato dal genotipo rs1128503, grado istologico, localizzazione del tumore, ed
eta della diagnosi.

Variabile indipendente ~ B* es.” Wald® df? Pvalue  OR (95%C.I)

rs1128503 9.52  2.00 0.01

CT vs CC 222 0.72 9.51 1.00 0.00 0.11(0.03-0.45)
TT vs CC -1.45  0.67 4.67 1.00 0.03 0.24(0.06-0.87)
Grado 527 2.00 0.07

G2 vs Gl -1.91 1.23 242  1.00 0.12 0.15(0.01-1.65)
G3vs Gl -1.33  0.61 475 1.00 0.03 0.26(0.08-0.87)
Localizzazione 1.18  2.00 0.55

sigma vs colon 0.61 0.61 1.02  1.00 0.31 1.85(0.56-6.08)
retto vs colon 0.68 0.75 0.83 1.00 0.36 1.98(0.46-8.57)
Eta -0.01 0.02 0.23 1.00 0.63

Costante 2.54 1.63 2.43  1.00 0.12

Modello x2=16.86 d.f=7 P=10.018

*Coefficiente di regressione
°Errore standard
‘Wald test

4Gradi di liberta



Analisi di associazione per aplotipo

Per indagare ulteriormente 1’associazione genetica tra polimorfismi di ABCBI ed il tumore
del sigma ¢ stata eseguita un’analisi di associazione per aplotipo (tabella 14).

L'attuale suscettibilita polimorfica non ¢ risultata tipica.

Il livello piu alto di associazione ¢ stato osservato per gli aplotipi rs1128503C-
1s2032582G- rs1045642T (P value = 0.0007). Questi aplotipi sono risultati piu frequenti tra
1 pazienti affetti da cancro del sigma; l'odd ratio rispetto all’aplotipo piu frequente ¢ 3.48
(95% CI 1.23-9.82).

Dal momento che in questa analisi sono stati eseguiti numerosi test, ¢ stato condotto un test
di permutazione per regolare i livelli di significativita: il valore di P corretto per
I’associazione con I’aplotipo rs1128503C -1s2032582G-rs1045642T ¢ risultato 0.032.
L’aplotipo specifico per genere ¢ stato valutato tra i pazienti CCR.

Una differenza significativa tra pazienti CCR maschi e femmine ¢ risultata evidente per
ciascuno degli alleli testati come pure per alcuni aplotipi; valori di P nominali ed OR
ottenuti sono elencati nella tabella 15.

Dopo una correzione per confronti multipli, abbiamo confermato una frequenza
significativa dell'allele comune del polimorfismo rs1128503 (corretto P value = 0.035),

nonché degli aplotipi rs1128503C-rs2032582G (corretto P value = 0.047).
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Tabella 14. Analisi di associazione allelica ed aplotipica per il cancro al sigma.

MI* M2° M3° Casi Controlli Freq-Ca Freq-Co OR (95% C.I) 2  Pvalue
C - - 330 111.0 0.79 0.56 ref.

T - - 90 89.0 0.21 0.45  0.34(0.15-0.75) 7.668 0.0056
- G - 320 108.0 0.73 0.54 ref.

- T - 120 92.0 0.27 0.46  0.44(0.21-0.90) 5.172 0.023
- - C 23.0 100.0 0.52 0.50 ref.

- - T 21.0 100.0 0.48 0.50  0.91(0.48-0.76) 0.075 0.78
cC G - 300 0974 0.71 0.49 ref. 7.104 0.0077
cC T - 30 13.6 0.07 0.07  0.72(0.19-2.68) 0.018 0.89
T G - 0.0 10.6 0.00 0.05 non calcolabile 2.237 0.13

T T - 90 78.4 0.21 0.39  0.37(0.16-0.83) 4.916 0.027
C - C 220 91.0 0.52 0.48 ref. 0.277 0.60
C - T 11.0 16.0 0.26 0.08  2.84(1.16-6.98) 10.560 0.0012
T - T 9.0 83.0 0.21 0.44  0.45(0.20-1.03) 7.120 0.0076
- G C 219 903 0.50 0.45 ref. 0.328 0.57

- G T 101 17.7 0.23 0.09  2.37(0.94-5.92) 7.129 0.0076
- T C 1.1 9.7 0.03 0.05  0.49(0.06-4.09) 0.539 0.46

- T T 109 823 0.25 0.41  0.55(0.25-1.20) 4.085 0.043
cC G C 210 832 0.50 0.44 ref. 0.540 0.46
C G T 90 10.3 0.21 0.05  3.48(1.23-9.82) 11.390 0.00074
C T C 1.0 7.8 0.02 0.04  0.51(0.06-4.37) 0.289 0.59
C T T 20 5.7 0.05 0.03 1.38(0.25-7.65) 0.488 0.49
T G T 00 7.6 0.00 0.04 non calcolabile 1.596 0.21

T T T 90 75.5 0.21 0.40  0.47(0.20-1.10) 5.173 0.023

M1 1236 C>T rs1128503
"M2 2677 G>T/A 152032582
‘M3 3435 C>T rs1045642
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Tabella 15. Analisi di associazione allelica ed aplotipica per CCR maschi (casi) contro

CCR femmine (controlli)

Freq-

Freq-

a b c . . o
M1® M2” M3" Femmine Maschi Fem  Masch OR (95% C.L.) X2 P value
C 41 71 0.47 0.68 ref. 9.22 0.002
T 47 33 0.53 0.32  0.40(0.23-0.73) 9.22 0.002

G 43 66 0.47 0.63 ref. 5.53 0.019

T 49 38 0.53 0.37 0.50(0.29-0.90) 5.53 0.019

C 41 60 0.45 0.59 ref. 3.94 0.047

T 51 42 0.55 041  0.56(0.32-0.99) 3.94 0.047

C G 34.7 63.8 0.39 0.61 ref. 9.09 0.003
cC T 6.3 7.2 0.07 0.07 0.61(0.19-1.99) 0.00 0.991
T G 53 2.2 0.06 0.02 0.22(0.04-1.21) 1.88 0.171
T T 41.7 30.8 047 0.30  0.4(0.22-0.75)  6.61 0.010
C C 27.9 525  0.32 0.52 ref. 7.68 0.006
C T 13,2 17.5  0.15 0.17 0.70(0.28-1.75) 0.26 0.607
T C 11.2 7.5 0.13 0.07 0.35(0.11-1.13) 1.49 0.222
T T 35.9 245 041 0.24 0.36(0.18-0.72) 6.78 0.009
G C 334 51.8  0.36 0.51 ref. 4,41 0.036

G T 9.6 132 0.10 0.13  0.89(0.33-2.39) 0,26 0.614

T C 7.6 8.2 0.08 0.08 0.70(0.22-2.23) 0,02 0.895

T T 41.4 28.8 045 0.28 0.45(0.24-0.86) 5,90 0.015

C G C 274 490 032 0.50 ref. 6.35 0.012
C G T 7.4 129  0.09 0.13  0.97(0.34-2.81) 0.99 0.320
cC T T 6.2 4.1 0.07 0.04 0.37(0.10-1.45) 0.71 0.398
T G C 3.2 2.1 0.04 0.02  0.37(0.06-2.39) 0.33 0.566
T T C 7.4 59 0.09 0.06 0.44(0.13-1.58) 0.55 0.458
T T T 344 240 040 0.24  0.39(0.19-0.79) 5.33 0.021

M1 1236 C>T rs1128503

"M2 2677 G>T/A 152032582

‘M3 3435 C>T rs1045642
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Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene
ROCKI e ROCK2

Analisi statistica

Per il presente studio, abbiamo genotipizzato un totale di nove polimorfismi a singolo
nucleotide: quattro di loro mappanti nel gene ROCK] ed altri cinque mappanti in ROCK?2,
al fine di valutare il possibile coinvolgimento di queste due chinasi nella carcinogenesi del
colon-retto nell'ambito della popolazione italiana. La genotipizzazione condotta per il
polimorfismo rs73963110 di ROCKI non ha fornito alcuna prova della presenza della
variante allelica nel nostro set di campioni, quindi lo SNP ¢ stato escluso dall'analisi
statistica. Uno studio di associazione caso-controllo ¢ stato eseguito per verificare se
varianti genetiche in polimorfismi mappanti nei geni ROCKI o ROCK?2 fossero associate
con i casi CCR in toto. Successivamente abbiamo stratificato i casi CCR in base al genere e
abbiamo preso in considerazione i casi che presentavano interessamento linfonodale
(tabelle 16 e 17). Le varianti alleliche non sono risultate associate né con la comparsa di
CCR né con la presenza di metastasi ai linfonodi regionali, per nessuno dei geni indagati;
tuttavia, una significativa associazione ¢ stata osservata nei maschi CCR per una variante
presente nel gene ROCK]I. Infatti l'allele variante di 1s35996865 risultava piu frequente
nei pazienti di sesso maschile (P value = 0.028) rispetto al gruppo di controllo. L'odd ratio
calcolato (OR) per la variante allelica rs35996865 (G) nei portatori eterozigoti rispetto ai
non portatori (ORet) ¢ stato pari a 1.88 (95% CI 1.02-3.49), mentre per i portatori
omozigoti rispetto ai non portatori (ORom) non ¢ risultato significativo ( O 1.977; 95% CI
0.76-5.13), probabilmente a causa del numero esiguo degli individui con quel genotipo.
Tuttavia, considerando globalmente 1 genotipi che presentano la variante, 'OR risulta di 1.9
(95% CI 1.07-3.38). L'allele variante ¢ piu frequente nei pazienti di sesso maschile (MAF =
0.33) rispetto ai controlli (MAF = 0.23), mentre la frequenza nei pazienti di sesso

femminile (MAF = 0.23) risulta simile a quella osservata per i controlli.
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Per il gruppo di controllo, nessuna differenza nella frequenza allelica ¢ stata osservata

stratificando per genere (P value = 0.45). Per indagare ulteriormente 1'associazione genetica

tra 1 polimorfismi di ROCKI o ROCK2 ed il CCR, ¢ stata effettuata un'analisi di

associazione per 1’aplotipo. Nessun aplotipo ha mostrato un livello di associazione allelica

significativa neppure stratificando per sesso e per interessamento linfonodale (dati non

mostrati).

Tabella 16. Analisi di associazione al locus ROCK1

informazioni SNP Genotipi Rischio Relativo (95% CI)
SNP ID Alleli® Campioni 11 12 22 MAF® \I/)aluec OR, ORp
r$35996865 T/G  Controlli 87 42 12 0.23  ref ref. ref.
Casi 71 54 12 0.28 0.173 1.575(0.945-2.626) 1.225 (0.519-2.894)
Casi maschi 3330 9 0.33 0.0285 1.883 (1.017-3.488) 1.977 (0.763-5.126)
Casi femmine 3824 3 0.23 0.9418 1.308 (0.697-2.456) 0.572 (0.153-2.145)
Casi NO 3729 5 0.27 0.3606 1.624 (0.882-2.988) 0.98 (0.322-2.979)
Casi N1/2 20 16 6 0.33 0.0675 1.657 (0.78-3.521) 2.175 (0.728-6.494)
rs2127958 C/T  Controlli 22 72 47 041  ref ref. ref.
Casi 22 56 59 0.36 0.2619 0.778 (0.392-1.545) 1.255 (0.621-2.539)
Casi maschi 11 30 31 0.36 0.3156 0.833 (0.360-1.930) 1.319 (0.562-3.099)
Casi femmine 11 26 28 0.37 0.417 0.722(0.308-1.692) 1.191 (0.503-2.821)
Casi NO 11 29 32 0.35 0.2528 0.806 (0.347-1.870) 1.362 (0.581-3.192)
Casi N1/2 8 16 17 0.39 0.732 0.611 (0.231-1.618) 0.995 (0.373-2.653)
rs288980 C/T  Controlli 40 72 29 0.46  ref ref. ref.
Casi 38 66 33 0.48 0.6239 0.965 (0.554-1.682) 1.198 (0.614-2.336)
Casi maschi 17 38 17 0.5 0.4456 1.242 (0.623-2.476) 1.379 (0.605-3.147)
Casi femmine 21 28 16 0.46 0.9918 0.741 (0.373-1.470) 1.051 (0.469-2.356)
Casi NO 22 34 15 0.45 0.8409 0.859 (0.443-1.663) 0.94 (0.418-2.118)
Casi N1/2 12 17 13 0.51 0.412 0.787 (0.342-1.812) 1.494(0.596-3.745)

*Primo allele ancestrale (in NCBI dbSNP database)
°Frequenza dell’allele minore
°P value per l'analisi di associazione

4NO: assenza di cellule tumorali nei linfonodi

regionali

°N1/2: presenza di metastasi nei linfonodi regionali
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Tabella 17. Analisi di associazione al locus ROCK?2

informazioni SNP Genotipi Rischio Relativo (95% CI)
SNPID Alleli* Campioni 11 12 22 MAF® vaﬁlec OR OR,
rs12692437 T/C Controlli 119 21 1 0.08 ref ref. ref.
Casi 108 26 2 0.11 0.2504 1.364(0.726-2.565) 2.204 (0.197-24.565)
Casi maschi 56 15 1 0.12 02219 1.518(0.728-3.165) 2.125(0.131-34.595)
Casi femmine 52 11 I 0.1 05072 1.199(0.539-2.665) 2.288 (0.140-37.292)
Casi NO 61 11 0 0.08 0.8522 1.022(0.463-2.256) 0.648 (0.026-16.135)
Casi N1/2 33 8 1 0.12 0.2924 1.374(0.558-3.382) 3.606 (0.22-59.212)
rs7563468 G/A Controlli 3 30 108 0.13  ref ref. ref.
Casi 3 37 95 0.16 0.2892 1.233(0.232-6.559) 0.880 (0.173-4.462)
Casi maschi 2 21 48 0.18 0.1802 1.050(0.161-6.841) 0.667 (0.108-4.120)
Casi femmine 1 16 47 0.14 0.719 1.600 (0.154-16.661) 1.306 (0.132-12.879)
Casi NO 1 18 53 0.14 0.7456 1.800(0.174-18.638) 1.472(0.15-14.493)
Casi N1/2 1 10 30 0.15 0.6599 1 (0.093-10.736) 0.833 (0.084-8.304)
rs35768389 T/A Controlli 140 1 0 0.004 ref ref. ref.
Casi 136 0 0 0 13.793 0.343(0.014-8.495) 1.029 (0.020-52.242)
Casi maschi 72 0 0 0 N.C. N.C. N.C.
Casi femmine 64 0 0 0 N.C. N.C. N.C.
Casi NO 72 0 0 0 N.C. N.C. N.C.
Casi N1/2 42 0 0 0 N.C. N.C. N.C.
rs17463896 A/G Controlli 44 65 32 046 ref ref. ref.
Casi 40 60 36 049 05115 1.015(0.584-1.766) 1.238 (0.652-2.348)
Casi maschi 24 32 16 0.44 0.7987 0.903 (0.470-1.734) 0.917 (0.420-1.999)
Casi femmine 16 28 20 0.53 0.1657 1.185(0.575-2.443) 1.719 (0.773-3.824)
Casi NO 16 34 22 0.54 0.0999 1.438(0.71-2.916) 1.891 (0.859-4.16)
Casi N1/2 17 15 10 0.42 0.509 0.597 (0.27-1.32) 0.809 (0.327-1.998)
rs16857265 T/C Controlli 118 18 5 0.1 ref. ref. ref.
Casi 120 15 1 0.06 0.113 0.819(0.395-1.702) 0.197 (0.023-1.709)
Casi maschi 62 9 1 0.08 0.4381 0.952(0.404-2-242  0.381 (0.044-3.330)
Casi femmine 58 6 0 0.05 0.0745 0.678 (0.256-1.800) 0.184 (0.010-3.387)
Casi NO 63 8 1 0.07 03066 0.832(0.343-2.021) 0.375(0.043-3.277)
Casi N1/2 37 5 0 0.06 0.264 0.886(0.308-2.55) 0.287 (0.016-5.317)
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*Primo allele ancestrale (in NCBI dbSNP database)
°Frequenza dell’allele minore

°P value per l'analisi di associazione

NO: assenza di cellule tumorali nei linfonodi
regionali

°N1/2: presenza di metastasi nei linfonodi regionali

Risultati IT — Parte: Ricerca di mRNA marcatori

Set di dati basati sulla metanalisi TRAM

Una meta-analisi sistematica sull’espressione genica differenziale tra CCR e soggetti sani ¢
stata condotta per identificare gli mRNA con il piu alto rapporto di espressione nel sangue
dei CCR, al fine di selezionare i migliori candidati biomarcatori. Il programma
Transcriptome Mapper (TRAM) ci ha permesso la gestione di piattaforme sperimentali
[62], a seguito di una ricerca completa, per un totale di 37 serie GEO selezionate per CCR,
insieme ad ulteriori 23 serie per il sangue normale. Le serie selezionate comprendevano un
totale di 2.532 e 958 campioni, rispettivamente. Un campionamento casuale ¢ stato fatto
selezionando le prime 10 liste di campioni elencati per ciascuna serie includendo piu di 10
campioni, riducendo cosi il numero di campioni analizzati 349 CCR e 200 soggetti sani per
il sangue normale (rispettivamente, 14% e 21% del totale).

L’analisi dei risultati finali dei geni normalizzati ha permesso I'identificazione dei candidati
marcatori, su un totale di 38.104, con un valore di espressione disponibile sia nel gruppo 'A’
(CCR) che 'B' (sangue), con il piu alto rapporto 'A' / 'B' tra il valore di espressione nei
tessuti CCR rispetto alle cellule del sangue. La lista comprende loci sovraespressi in CCR
con un rapporto di 32:1, che pud essere considerato come una soglia per la scelta dei
migliori candidati mRNA e, in questo caso, ¢ prevista una differenza chiaramente
identificabile, equivalente in teoria, a 5 cicli di PCR tra casi e controlli durante la fase

esponenziale di amplificazione.
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Selezione dei marcatori

Una selezione ulteriore dei risultati completi del database TRAM ¢ stata fatta per cercare
loci con valori medi di espressione provenienti da una serie di dati superiori al 50% del
numero di campioni per ogni pool, cioé> 175 per CCR e> 100 per il sangue. In questo
modo, il valore medio di espressione non valutato in una grande frazione di campioni, ¢
stato escluso dalla validazione sperimentale; questo ¢ il caso di espressioni UniGene con
sequenze codificate non caratterizzate aventi prefissi "Hs".

Questo filtraggio ha portato alla selezione teorica di 15 migliori candidati (Tabella 18).

Per selezionare 1 trascritti con alta abbondanza assoluta, considerando che il valore di
espressione ¢ espresso come percentuale del valore medio nel profilo di espressione
integrato (cio¢, 1000 = dieci volte la media), abbiamo ulteriormente escluso l'ultimo locus
della lista (da SLC26A3 a KRT20) tranne CEACAMG6, che ha un alto valore di espressione
assoluto. In seguito abbiamo escluso la Molecola di Adesione delle Cellule 5 Correlata
all’Antigene Carcinoembrionale (CEACAMS), il Collagene tipo III Alfa 1 (COL3A1) e
Cheratina 18 (KRT18) a causa dell'esistenza di pseudogeni, che non consentono uno
specifico disegno dei primer PCR per mRNA e quindi di distinguere tra mRNA e DNA.

I sette candidati marcatori scelti per la valutazione sono stati:

Tetraspanina 8 (TSPANS), E-Caderina (Epiteliale) Molecola di Adesione delle Cellule
Epiteliali (EpCAM), Inibitore Serina Peptidasi Kazal di tipo 1 (SPINK1), Collagene di tipo
I Alfa 2 (COL1A2), Caderina 1 (CDHI1), Lectina legame al Galattoside Solubile 4
(LGALS4), Antigene Carcinoembrionario collegato alle Molecole di Adesione 6

(CEACAMS6) (Tabella 18).
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Tabella 18. Selezione dei candidati marcatori (i primi 15 loci con il piu alto rapporto di
espressione 'A'/'B' e con un valore di espressione del punto specifico per locus superiore del
50% per il gruppo 'A’ rispetto al gruppo'B')

Nome del  Valore'A' Valore'B' Rapporto Posizione Datidei Datidei SD come % di SD come %

gene punti punti espressione di espressione

Cancro del  Sangue 'A'/'B'

colon-retto  normale ‘A’ 'B' ‘A’ 'B'
TSPANS 2,313.03 13.12 176.36 chrl2 349 185 67.66 424.15
EPCAM 2,111.87 13.60 155.27 chr2 354 222 69.86 82.81
SPINK1 1,086.88 12.68 85.70 chr5 368 215 99.51 107.87
COL341 862.27 10.10 85.35 chr2 1291 527 140.54 110.39
CEACAMS 2,074.89 24.44 84.88 chrl9 572 315 132.13 144.57
COLIA2 989.85 12.79 77.42 chr? 767 549 115.82 131.00
CDH1 825.52 11.87 69.56 chrl6 573 455 120.84 105.73
LGALS4 1,980.67 29.50 67.15 chrl9 369 185 77.43 104.96
KRTIS8 1,719.60 25.69 66.93 chrl2 482 318 88.43 111.69
SLC26A43 800.45 12.31 65.01 chr? 369 195 187.48 138.12
REGIA 776.24 12.54 61.91 chr2 346 185 191.25 75.25
FNI 664.80 11.22 59.25 chr2 1588 902 144.43 125.93
LUM 556.84 9.40 59.22 chrl2 403 262 108.62 83.50
CEACAMG6 2,245.12 38.49 58.33 chrl9 583 274 65.15 480.79
KRT20 731.52 12.58 58.13 chrl7 372 182 119.91 85.52

Tessuto di cancro del colon-retto ('A'), sangue normale ('B').

'Valore': media dell'espressione del gene normalizzato in tutti 1 campioni; 'Dati dei punti”:
numero dei punti con un valore di espressione per il locus; 'SD': deviazione standard
espressa come percentuale media del valore di espressione. Il nome del gene in grassetto:
selezionato per la validazione sperimentale.
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Analisi quantitativa dei candidati marcatori mRNA

L’RNA estratto di ciascun campione (pazienti e soggetti sani) ¢ stato valutato per la qualita,
e l'analisi di espressione dei candidati marcatori mediante PCR quantitativa ¢ stata
normalizzata utilizzando il gene B2M come riportato da Hamm et al. [104]. La curva
standard e 1'efficienza per ogni coppia di primers ¢ mostrata in figura 3 e tabella 19.

I geni testati hanno mostrato un unico picco nell’analisi della curva di melting e tutti 1
controlli negativi non hanno mostrato nessun valore di amplificazione rilevabile,
convalidando cosi l'amplificazione specifica.

I livelli di espressione di mRNA normalizzati nel sangue, indicati come Delta CT (Ciclo
soglia) sono riportati in tabella 20. II livello di espressione relativa dei marcatori candidati
sembra essere estremamente specifico per questi geni. L'espressione di quattro dei sette
geni analizzati: TSPANS, LGALS4, COLIA2, CEACAM6, ha portato differenze

statisticamente significative tra casi e controlli.
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Tabella 19. Efficienza dei primers (%)

EFFICIENZA(%) PENDENZA

B2M 107.1 -3.163
COLIA2 93.6 -3.486
COLIA3 96.3 -3.413
LGALS4 93.6 -3.487
TSPANS 97.3 -3.389
CEACAMG6 100.3 -3.316
EPCAM 99.2 -3.342
PIGR 96.8 -3.4
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Figura 3. Curve di efficienza dei primers.
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Valore diagnostico dei marcatori di mRNA nel sangue per il CCR

Per valutare I'accuratezza diagnostica in termini di specificita e sensibilita dei candidati
marcatori, ¢ stata eseguita l'analisi ROC (Receiver Operating Curv). In particolare, 'analisi
dei singoli marcatori ¢ stata eseguita utilizzando il Software MedCalc. Questo programma
utilizza test statistici che permettono di ottenere la sensibilita e specificita dei dati ROC, e
l'indice Youden che fornisce il valore di soglia che minimizza la probabilita di trovare falsi
positivi e falsi negativi per determinare una soglia per ciascun marcatore, come riportato
nella Tabella 20. Una volta selezionati i migliori marcatori mediante analisi ROC, abbiamo
integrato 1 valori dei 4 candidati marcatori (TSPANS, LGALS4, CEACAM6 e COLI1A2), in
un’unica variabile tramite analisi discriminate utilizzando il Software SPSS.

Piu in dettaglio SPSS ha calcolato il potere discriminante dell'uso simultaneo dei migliori
punteggi ottenuti con MedCalc.

Quindi abbiamo costruito un modello di logistica multipla (regressione logistica binaria); in
questo modello la variabile dipendente ¢ la presenza / assenza della malattia (normale Vs
cancro) e la variabile indipendente ¢ il livello di marcatori circolanti utilizzati per costruire
la curva ROC, creando cosi un grafico di probabilita. Attraverso questa analisi, abbiamo
esaminato se l'uso simultaneo dei marcatori in esame possa avere un potere discriminante
aggiuntivo rispetto all’analisi dei singoli marcatori.

Le piu alte precisioni diagnostiche vicino ad 1 sono state trovate per TSPANS

(AUC 0.751), LGALS4 (AUC 0.746), COL142 (AUC 0.718) e CEACAM®6 (AUC 0.632).
L'elaborazione grafica corrispondente per ciascun candidato marcatore ¢ riportata in

Figura 4.
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Tabella 20. Livelli di espressione mRNAs dei marcatori indicati. Sono riportati
1 valori statistici tra CCR e controlli, le AUC derivate dalle curve ROC, sensitivita e

specificita.
Numero CCR Numero Controlli P value AUC | Sensitivita | Specificita
(n) CCR Media ACt = SD  [Controlli Media ACt + SD % %
TSPANS 67 9.41 +£2.00 67 1133 £1.72 0.00000002 0.751 83.6 58.2
EPCAM 39 11.23 £1.36 36 11.83 £1.23 0.08 0.631 - -
SPINK 1 39 11.88 +2.87 36 11.85 £2.59 0.9 0.503 - -
COLIA2 67 9.59 £2.14 67 11.45 +£1.92 0.0000005 0.718 73.1 59.7
CDH]1 39 9.9+0.9 36 9.5+1.08 0.2 0.581 - B
LGALS4 67 14.43 +1.28 67 12.89 +1.97 0.0000004 0.746 82.1 61.2
CEACAMG6 67 13.23 £1.24 67 12.34 +1.89 0.0017 0.632 65.7 61.2
Pannello 67 - 67 - 0.861 92.54 67.16
TSPANS +
LGALS4

'CCR'": carcinoma del colon-retto; 'ACt'": delta del ciclo soglia; 'Ct': ciclo soglia;
'SD'": deviazione standard ; 'AUC'": area sotto la curva derivata dalle curve ROC;

P-value: 2-way Anova.
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Figura 4. Elaborazione grafica dell'analisi ROC per TSPANS, COLIA2, LGALS4 e

CEACAME.
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Valutazione del potenziale diagnostico del pannello dei quattro mRNA

Per valutare il potenziale uso dei candidati mRNA selezionati come pannello diagnostico
per il CCR, I’analisi ROC ¢ stata effettuata sui dati convalidati impostati per ogni possibile
combinazione. La combinazione TSPANS e COL1A42, ha mostrato una sensibilita al 68.7%
e una specificita del 73.1% (Fig. 5A). La combinazione LGALS4 ¢ TSPANS ha migliorato
la sensibilita al 92.54% con specificita del 67.16% ed un valore predittivo positivo (PPV)
del 76.25% e valore predittivo negativo (VPN) di 88.25%. Per i singoli geni, la specificita
ha raggiunto circa il 61% e 58.2% rispettivamente, mentre la sensibilita misurava
rispettivamente 82.1% e 83.6% (Fig. 5B). La combinazione di TSPANS con LGALS4 e
COL1A2 ha restituito la stessa sensibilita e la specificita del 7SPANS in combinazione con

LGALS4 (Fig. 5C e Fig 6).
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I — Parte: Ricerca di polimorfismi genetici associati al rischio di carcinoma del colon-
retto

Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene CDHI ed

analisi dell’espressione di CDHI, CTNNBI1, LEF1

L'E-caderina ¢ una proteina soppressore del tumore. E' stato osservato che una minor
espressione della E-caderina, tipicamente coinvolta nella transizione epitelio mesenchimale
(EMT), determina un rilascio della B-catenina dal complesso E-caderina / -catenina.

Cosi, la B-catenina risulta libera di traslocare al nucleo, con conseguente attivazione del
complesso fattore di trascrizione TCF / LEF, in grado di attivare la EMT. Tutte queste
circostanze sono collegate ad una attivazione aberrante del pathway di Wnt, a sua volta
implicato in processi patologici come la tumorigenesi del colon [66]. In conseguenza di
quanto descritto, 1 polimorfismi presenti nel gene CDHI sono diventati oggetto di studi
volti a verificare 1'associazione tra varianti alleliche ed il rischio di CCR. Attualmente i
risultati si mostrano contrastanti [67,68].

Le nostre analisi di associazione, effettuate su 4 comuni polimorfismi mappanti nel gene
CDHI1 hanno suggerito che nessuno dei polimorfismi indagati ¢ associato al CCR.

Tuttavia, ¢ stata ottenuta, I’evidenza di associazione con la combinazione di aplotipo tra
rs11642413-rs10431923, suggerendo che i polimorfismi di CDHI possono influenzare lo
sviluppo di CCR. Sebbene il P value corretto per tutti i test di associazione eseguiti fosse
vicino alla soglia di significativita (P value = 0.048), i due aplotipi risultati associati
aumentano molto il rischio di CCR, con indici di odds ratio rispettivamente di 2.8 e 2.5.
Abbiamo inoltre valutato, i livelli di espressione di CDH/ e di due geni correlati CTNNBI e
LEF1I in biopsie di tessuto tumorale e di tessuto normale di 27 pazienti. E stato interessante
notare una significativa riduzione dei trascritti genici di CDHI e CTNNBI nel tessuto

tumorale rispetto al tessuto normale. I dati presenti in letteratura segnalano sia una
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diminuzione dell'espressione sia una inattivazione somatica di CDH1 (causata da mutazioni
e da metilazioni del promotore) in un certo numero di tumori epiteliali [69].

Per la E-caderina si prospetta un ruolo di soppressore. CTNNBI ¢ invece considerato un
oncogene, ma 1 nostri dati, contrariamente a quanto atteso, mostrano un livello di
espressione ridotta del gene nel cancro. D'altra parte, sono gia stati descritti ridotti livelli di
espressione della E-caderina e delle catenine nel cancro endometriale [70] e nei carcinomi
epatocellulari [71]. Questo puo essere spiegato considerando il doppio ruolo della 8-
catenina. Infatti, la B-catenina pud essere sia una componente dell'apparato giunzionale
cellulare, sia un fattore di trascrizione. Nei normali strati epiteliali la B-catenina ancora la
E-caderina alla actina corticale del citoscheletro al fine di creare correttamente giunzioni
aderenti. L’integrita delle giunzioni aderenti risulta essenziale per l'inibizione da contatto,
per la regolazione della crescita cellulare e per I'adesione tra le cellule epiteliali.

I ridotti livelli di espressione di CDHI osservati, potrebbero essere determinati da un
reclutamento inferiore di B-catenina nelle giunzioni cellulari con conseguente aumento
della frazione di beta-catenina impiegata nel nucleo. [72]. Gli effetti potrebbero sia
esacerbare la tumorigenicita che diminuire I'espressione di beta-catenina, probabilmente a
causa di un meccanismo di feed-back negativo. Mutazioni germinali o somatiche a carico
del gene CTNNBI sono state osservate solo in un piccolo sottoinsieme di CCR [73,74]. La
maggior parte delle mutazioni osservate in CTNNB/! inibiscono la sua regolazione da parte
di Adenomatous Polyposis Coli (APC) evitando la degradazione della B-catenina da parte
del proteosoma. Le conseguenze potrebbero essere la stabilizzazione del cosiddetto pool
libero della B-catenina nel citoplasma ed eventualmente la sua traslocazione al nucleo. E
quindi piu probabile che ci sia una modulazione epigenetica dell’espressione di CTNNBI,
eventualmente influenzata dalla presenza della E-caderina a livello della superficie
cellulare: una quantita ridotta di questa proteina transmembrana, potrebbe reclutare una

minor quantitd di B-catenina. Questa ipotesi rimane da valutare auspicabilmente in un
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modello in vitro. Cio potrebbe essere realizzato dosando diverse quantita di beta-catenina in
base alla sua posizione (la B-catenina coinvolta nelle giunzioni aderenti, la B-catenina che
risulta libera nel citoplasma e la B-catenina che opera nel nucleo in relazione all’espressione
variabile di CDHI).

Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene MDR]

ABCB1

La funzione principale del prodotto del gene ABCBI ¢ di estrudere una gamma di composti
xenobiotici tossici dalle cellule, proteggendo cosi I'organismo da esposizioni
potenzialmente dannose. ABCBI1, nonché la glicoproteina-P, conferisce protezione
limitando I'assorbimento di xenobiotici lungo il tratto gastrointestinale e stimolando
l'escrezione di questi composti dal fegato e dai reni [75,76].

L'attivita di questa pompa di efflusso puo essere influenzata, in parte, dai livelli di
espressione del gene ABCBI. Attualmente, almeno un polimorfismo, rs1045642 mappante
nell'esone 26, ¢ stato associato ad una riduzione della quantita di prodotto finale del gene
[77,78].

A questo polimorfismo viene attribuito un coinvolgimento nello sviluppo di diversi tipi di
cancro, come il glioma, il cancro al seno e tumori epiteliali renali [79,80,81] cosi come nel
tumore del colon [82,83]. Molti polimorfismi comuni del gene ABCB1 sono stati studiati da
diversi autori a causa della loro potenziale capacita di modulare il trasporto mediato dal
prodotto del gene ABCBI. In particolare, in uno studio funzionale condotto in vivo la
variante C3435T (rs1045642) ¢ stata correlata con un'alterata espressione e attivita di
ABCBI[77] Inoltre ¢ stata trovata un'associazione con l'aumento del rischio di sviluppare
CCR in pazienti con un'eta inferiore di 50 anni ed in anziani non fumatori [84]. In aggiunta,
le varianti C3435T (rs1045642) e G-rs3789243-A sono state associate ad una modulazione
del rischio di CCR, in combinazione con il consumo di carni rosse lavorate (industriali)

[85]. Al fine di valutare la possibile correlazione tra polimorfismi ABCBI e il rischio di
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CCR, abbiamo eseguito un'analisi di associazione caso-controllo in un campione di studio
rappresentativo della popolazione italiana, costituito da 98 pazienti affetti da cancro del
colon retto e 100 soggetti sani, definiti controlli.

Abbiamo quindi genotipizzato tre SNP mappanti in tre diversi esoni del gene ABCBI:
1236C>T polimorfismo rs1128503 (esone 12), 2677GA polimorfismo rs2032582 (esone
21) e 3435C>T polimorfismo rs1045642 (esone 26).

I1 nostro lavoro indica che ABCBI ha un ruolo nel CCR, in particolare nell’insorgenza del
carcinoma del sigma. Infatti, le varianti alleliche dei polimorfismi rs1128503 e rs2032582
risultavano meno frequenti nei pazienti con tumori localizzati nel sigma. Poiché alcuni
aplotipi hanno mostrato una forte associazione allelica, potremmo speculare che l'allele di
suscettibilita non sia stato ancora genotipizzato.

Inoltre, abbiamo dimostrato che polimorfismi di ABCB1 sono differentemente rappresentati
nei maschi rispetto alle femmine.

Va sottolineato che il tasso di incidenza del cancro al colon varia notevolmente a seconda
del genere (maschi : femmine = 2 : 1). Il genere potrebbe riflettere anche una maggior
influenza di alcuni fattori di rischio magari legati alle esposizioni professionali, alla dieta o
allo stile di vita. Ad esempio, la popolazione Danese nei portatori omozigoti per il
polimorfismo C3435T ha mostrato un aumentato rischio di sviluppare CCR in relazione al
consumo di carne rossa [85]. Anche i diversi livelli ormonali possono influenzare
l'espressione genica.

E noto, per esempio, che ormoni steroidei, quali il progesterone modulano l'espressione di
P-gp in alcuni tessuti, come dimostrato in un modello murino [86,87].

In questo studio abbiamo evidenziato che gli alleli ancestrali sono piu frequenti nei maschi
CCR, mentre le varianti alleliche sono piu rappresentate nelle femmine.

La frequenza allelica nei controlli ¢ risultata simile nei due generi ed a livelli intermedi tra

pazienti maschi e femmine.
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Alcuni SNP possono alterare l'espressione di ABCBI sia influenzando sequenze regolatrici
che sono bersaglio di ormoni steroidei sia alterando la capacita di ABCB1 di processare
specifiche sostanze il cui apporto potrebbe essere influenzato dal genere.

Un'ipotesi simile ¢ di Nakamura e colleghi [88], che suggeriscono un'influenza della
variante del polimorfismo rs1045642 in ABCBI, nelle donne, sui livelli sierici di cortisolo
e di aldosterone.

Sulla base dei nostri risultati si potrebbe ipotizzare che, anche se ormoni come il
progesterone non sono trasportati da P-gp [89], potrebbero comunque modulare 1'efficienza
della pompa di efflusso, determinando la variabilita legata al genere osservata nel nostro
campione di studio.

I nostri dati, anche se relativi a diversi marcatori mappanti sullo stesso gene, sono in
accordo con quelli riportati da Sainz e colleghi [90]. Anche loro hanno evidenziato un
diverso livello di rischio al CCR nei pazienti che presentano una specifica variante
polimorfica in ABCBI, dipendente dal genere.

Tuttavia, data la complessita sia dei meccanismi coinvolti nello sviluppo del CCR che dei
meccanismi mediati dagli ormoni, risulta necessario uno studio piu completo, con
ampliamento della casistica, per comprendere il vero ruolo dei polimorfismi ABCBI nel
CCR.

Studio dell’associazione genetica tra CCR ed i polimorfismi selezionati sul gene ROCKI e

ROCK?2

Dato l'ampio spettro di attivita del citoscheletro influenzate dai prodotti dei geni ROCK,
non ¢ sorprendente che l'espressione e l'attivita di queste chinasi sia stata ampiamente
investigata nel cancro colorettale. Recentemente, Sari e colleghi [91] hanno suggerito che

polimorfismi genetici presenti nei geni ROCKI e ROCK2 possano modificare la

ege N
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Hanno dimostrato che l'espressione dei prodotti proteici di ROCKI1 e di ROCK2 ¢
marcatamente incrementata nei pazienti CCR rispetto ai soggetti sani. Inoltre, ¢ stato
dimostrato che le loro inibizioni, determinate mediante 1’impiego di Y-27632, un composto
che agisce contemporaneamente sulle due isoforme chinasiche, riducono significativamente
la motilita delle cellule di adenocarcinoma del colon [92] e che il knockdown di ROCK2
riduce I’invasivita in linee cellulari epiteliali intestinali ad alta malignita [91]. Al contrario,
diverse segnalazioni hanno dimostrato che Il'inibizione della Rho-chinasi stimola la
proliferazione, la progressione e la migrazione delle cellule tumorali del colon [93,94].
Pertanto, il contributo preciso delle ROCK chinasi nella progressione ed invasione del
cancro del colon-retto resta ancora controverso ed ha bisogno di maggiori chiarimenti.

Molto poco si conosce circa il rapporto tra le varianti genetiche di ROCKI e ROCK?2 ¢ la
suscettibilita al CCR, ed al momento solo un altro gruppo di ricerca ha indagato una
possibile associazione tra i polimorfismi in ROCKI e ROCK?2 ed il rischio di sviluppare
CCR [95]. Le varianti alleliche non sono risultate associate né con la comparsa di CCR né
con la presenza di metastasi ai linfonodi regionali, per nessuno dei geni indagati; tuttavia,
una significativa associazione ¢ stata osservata nei casi CCR maschi per una variante
presente nel gene ROCKI. Degno di nota, il fatto che nessuna evidenza di associazione ¢
stata riscontrata per la variante rs35768389 in ROCK?2 o per la variante rs73963110 in
ROCKI, che invece sono state descritte in precedenza come rilevanti per lo sviluppo del
CCR in una coorte Turca [95]. In particolare, nel nostro studio sono state evidenziate delle
differenze statisticamente significative nelle frequenze genotipiche ed alleliche per quanto
riguarda il polimorfismo rs35768389 in ROCK?2 tra il gruppo di controllo ed il gruppo di
pazienti, mentre la genotipizzazione del polimorfismo rs73963110 in ROCKI non ha
fornito alcuna prova della presenza della variante allelica in tutto il nostro set di dati.
Questi risultati contrastanti potrebbero essere giustificabili in considerazione del fatto che

l'influenza dei fattori genetici sulla malattia del cancro al colon possono differire in modo
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significativo tra popolazioni di diverse etnie. La discrepanza pud anche dipendere dalle
diverse frequenze alleliche osservate per i diversi polimorfismi, nell’ambito delle diverse
popolazioni studiate. In particolare, le frequenze alleliche dei marcatori menzionati nella
coorte italiana raggiungono valori piu coerenti con il database NCBI rispetto a quelle
riscontrate nella popolazione turca. Quando lo studio di associazione caso-controllo ¢ stato
effettuato al fine di valutare l'associazione tra varianti genetiche selezionate nei geni
ROCKI o ROCK2 con CCR, stratificando per genere, abbiamo scoperto che l'allele
variante del polimorfismo rs35996865 mappante in ROCK] era piu frequente nei pazienti
di sesso maschile (P value = 0.028) rispetto al gruppo di controllo. A nostra conoscenza,
ci0 rappresenta la prima evidenza di una possibile correlazione tra varianti genetiche
polimorfiche di ROCKI e l'aumento del rischio nei pazienti CCR di sesso maschile.
Sappiamo, dai dati di incidenza, che il rischio di CCR presenta dimorfismo sessuale, con
un tasso significativamente piu alto nei maschi rispetto alle femmine (2:1) [96]. E 'stato
proposto che gli ormoni maschili svolgano un ruolo chiave nello sviluppo di adenomi del
colon. Inoltre, diversi studi descrivono un legame tra androgeni e la via di segnalazione
ROCK [97,98]. D'altra parte, le citochine sono state associate alla diffusione delle cellule
tumorali umane che hanno origine epiteliale. L’interleuchina 6 (IL-6) induce la
progressione del carcinoma gastrico attraverso l'attivazione della segnalazione c-Src /
RhoA / ROCK [99]. Nello specifico, gli estrogeni inibiscono la produzione di IL-6 e la
minore concentrazione di questo ormone nei maschi sembra giustificare la disparita di
insorgenza di carcinoma epatocellulare, rispetto alle femmine [100]. Alla luce di queste
considerazioni, proponiamo che questo rapporto tra ormoni sessuali e la segnalazione
RhoA / ROCK possa essere influenzata da differenze di genere. Sorprendentemente, la
variante G dello SNP rs35996865 in ROCK 1, che risulta associata all’insorgenza del CCR
nei maschi, mappa sul 5'-UTR, una regione putativa regolatoria che potrebbe essere

influenzata da una modulazione a monte diversa, a seconda del sesso. Come ultima
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considerazione, il polimorfismo rs35996865 ¢ stato recentemente associato al rischio di
sviluppare la sindrome metabolica in una popolazione turca [101] ed in una popolazione
cinese al rischio di indurre il carcinoma renale a cellule chiare [102]. In realta ci sono
pochi dati presenti in letteratura su questo SNP. Non stupisce un suo ruolo nell’obesita o
come fattore di rischio nel cancro colorettale oppure in un altro tipo di carcinoma.

Tenendo conto del coinvolgimento delle isoforme ROCK nell’invasione tumorale, abbiamo
analizzato la relazione tra 1 polimorfismi selezionati e la presenza di metastasi nei linfonodi
regionali. Il nostro studio di associazione allelica non supporta I’ipotesi che vede le varianti
selezionate in ROCKI ed in ROCK?2 come fattori di rischio al CCR ed alla diffusione dei
linfonodi. Tuttavia, considerando il ruolo cardine svolto dalle ROCK1 e 2 nella migrazione
[103], con molta cautela si deve escludere il loro ruolo biologico nell’invasivita del cancro
del colon. Crediamo che ulteriori indagini in pazienti che presentano metastasi in organi
distali potrebbero contribuire a chiarire meglio il reale coinvolgimento dei polimorfismi
ROCK nell'influenzare 1’invasione ed il processo metastatico delle cellule tumorali del
colon-retto.

Questi risultati complessivi indicano un potenziale ruolo minore per i polimorfismi delle
Rho-chinasi nello sviluppo del CCR nella popolazione italiana, limitatamente al
sottogruppo di pazienti di sesso maschile. Va considerato che, sebbene i marcatori
selezionati rappresentino la grande maggioranza dei polimorfismi con una MAF> 0.05, il
livello di informativita dei polimorfismi piu rari ¢ molto bassa. Pertanto, l'assenza di
associazione con il CCR per il nostro campione in esame non esclude necessariamente un
ruolo di ROCKI1 o 2 nell’eziologia del CCR, dal momento che altri polimorfismi rari
potrebbero rappresentare fattori di suscettibilita. Inoltre, due delle varianti genotipizzate,
scelte dai dati presenti in letteratura, che erano state precedentemente descritte nella
predisposizione al CCR [95], non sono risultate polimorfiche nel nostro campione di studio,

perdendo la loro informativita.
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II — Parte: Ricerca di mRNA marcatori

Un test di screening sul sangue intero potrebbe rivelarsi un valore aggiunto importante per
migliorare gli screening sul CCR. Abbiamo scelto 1 candidati marcatori con il software
TRAM, un potente programma di bioinformatica, che ha permesso senza una conoscenza a
priori, il confronto completo tra l'espressione genica differenziale del tumore del colon,
rispetto ai tessuti normali del sangue. TRAM ci ha anche permesso di analizzare ed
integrare 1 dati di espressione genica relativi a tutte le molecole di RNA umane descritte in
letteratura. In particolare, I'analisi bioinformatica in cieco, ha rilevato che alcuni geni
selezionati sono gia noti come marcatori in carcinomi solidi. Inoltre, 1’utilizzo del sangue
intero come oggetto di diagnosi, senza alcun tentativo di frazionamento, permette
I’individuazione di entrambe le molecole di mRNA o RNA liberi circolanti (cfRNA).
Quest'ultime molecole sono state descritte nel sangue dei pazienti con CCR come riflesso
della gravita del tumore circolante [55]. Tali molecole infatti, sono stabili nel sangue e
hanno un'emivita variabile da 15 minuti a diverse ore [105,106,107]. Nel nostro studio
abbiamo rilevato sia molecole di RNA provenienti dalla frazione circolante libera che dalle
CTCs. In queste condizioni la nostra analisi ha confermato tre dei sette geni scelti come
potenziali biomarcatori nel sangue dei pazienti con CCR. L'espressione dei geni TSPANS,
LGALS4 e COLIA2, nel sangue in toto, puo rivelarsi informativa nella diagnosi del CCR.
La combinazione di TSPANS e LGALS4 mostra valori promettenti di sensibilita 92.5% e
specificita 67.16%, in competizione con il diffuso test del sangue occulto nelle feci
(FOBT), o il test immunochimico sulle feci (FIT) (74% e 95%) e Cologuard (92% e 87%)
[108,109]. A nostra conoscenza, questo ¢ il primo studio che esamina l'espressione di
TSPANS mRNA nel sangue per la diagnosi del CCR. Poco si conosce circa le proteine
TSPANS8 o Co-029 nel cancro. Studi precedenti hanno descritto questa proteina come
marcatore di invasivita che permette alle cellule di melanoma di attraversare la membrana

basale, portando cosi ad un’invasione cutanea ed alla progressione metastatica. Quindi
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TSPANS ¢ considerato un marcatore promettente nella diagnosi precoce, almeno nel
melanoma [110].

Gli altri biomarcatori comprendono glicoproteine di superficie, come CEACAMG6 e geni
stromali quali COL1A2 e LGALS4. Quest'ultimo regola la motilita delle cellule sul
collagene I, cooperando con il complesso E-caderina / p120-catenina (p120ctn).

COL1A2, la proteina piu abbondante nel corpo umano, aumenta la sintesi nel tumore del
colon e rivela un'espressione notevolmente superiore nei tumori in stadio II, suggerendo
che la sua attivazione ¢ un evento precoce nella tumorigenesi del CCR [111,112].

Nel nostro studio, 1’espressione di 7SPANS cosi come per COLIA2 ¢ significativamente
inferiore nel sangue di soggetti sani rispetto ai pazienti.

Al contrario, ¢ interessante notare che il livello di espressione di LGALS4 ha tendenza
opposta, con livelli piu elevati nei soggetti sani rispetto ai pazienti. Questo risulta coerente
con la letteratura che mostra, per LGALS4, elevata espressione nel piccolo intestino, colon e
retto, mentre in condizioni di tumori colorettali i livelli di espressione diminuiscono.

E stata suggerita quindi una sua funzione di soppressore del tumore inibendo la
proliferazione cellulare.

Inoltre, il livello di espressione inferiore per LGALS4 mRNA puo rappresentare un evento
precoce nella carcinogenesi del colon [113]. Noi sosteniamo che geni la cui espressione nel
tumore del colon € molto diversa da quella della mucosa normale possano rappresentare dei
potenziali marcatori biologici di progressione delle lesioni maligne [114].

E interessante notare che, combinando 7SPANS e LGALS4, che mostrano espressione
speculare nel cancro e/o nel sangue normale (7SPANS ¢ piu elevato nel sangue CCR,
mentre LGALS4 ¢ piu basso), si rivelino valori promettenti di sensibilita e specificita
rispetto ai singoli marcatori. Mentre, 7SPANS in combinazione con COLIA2 mostra una
curva ROC con un miglioramento di specificita al 73.1%.

Senza dubbio, 1 nostri risultati richiedono un’estensione del campione di studio con una
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coorte piu ampia, che potrebbe anche consentire una stratificazione in gradi, comprendente
pazienti con altre malattie gastrointestinali.

Sarebbe interessante anche verificare se la diversa stadiazione tumorale e ’invasivita si
traducessero con diversi livelli di espressione dei biomarcatori del pannello. Finora i1 nostri
risultati suggeriscono che il pannello, che riflette I’eterogeneita della malattia, ¢ piu
efficiente nel diagnosticare il CCR rispetto all’utilizzo del singolo marcatore [115,116].

Coi nostri risultati dimostriamo inoltre che sia geni stromali che glicoproteine di membrana
risultano cruciali nel profilo di espressione genica del cancro. In effetti, le interazioni tra
stroma e parenchima sono sempre piu riconosciute nei tumori come fattori importanti per la

biologia e I'esito clinico [117,118].
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Per quanto riguarda le nostre analisi di associazione effettuate su 4 comuni polimorfismi
mappanti sul gene CDHI abbiamo rilevato che nessuno ¢ associato al CCR, ma I’evidenza
di associazione con la combinazione di aplotipo tra rs11642413-rs10431923, suggerisce
che 1 polimorfismi di CDH1 possono influenzare lo sviluppo di CCR.

Per quanto invece riguarda i livelli di espressione di CDHI e di due geni correlati,
CTNNBI e LEFI, in biopsie di tessuto tumorale e di tessuto normale di 27 pazienti,
abbiamo notato una significativa riduzione dei trascritti genici di CDHI ¢ CTNNBI nel
tessuto tumorale rispetto al tessuto normale. Cio potrebbe essere dovuto a cause somatiche
o epigenetiche piuttosto che ad un’anomalia nella linea germinale.

Abbiamo quindi genotipizzato tre SNP mappanti in tre diversi esoni del gene MDRI
(ABCBI1). ABCBI sembra avere un ruolo nel CCR, in particolare nell’insorgenza del
carcinoma del sigma. Infatti, le varianti alleliche dei polimorfismi rs1128503 e rs2032582
risultano meno frequenti in tali pazienti. Inoltre, abbiamo dimostrato che polimorfismi di
ABCBI sono differentemente rappresentati nei maschi rispetto alle femmine.

Suggeriamo che alcune delle differenze di incidenza del cancro del colon nei pazienti di
sesso maschile rispetto al femminile siano dovute al differente pattern ormonale genere-
dipendente coinvolto nella modulazione ormone/dipendente di ABCBI1 che determina un
ruolo diverso dello stesso polimorfismo.

Nella genotipizzazione di quattro polimorfismi di ROCK]! e cinque di ROCK?2 le varianti
alleliche non sono risultate associate né con la comparsa di CCR né con la presenza di
metastasi ai linfonodi regionali, per nessuno dei geni indagati.

Una significativa associazione ¢ stata osservata nei casi CCR maschi per il polimorfismo
r$35996865 nel gene ROCK .

Cio rappresenta la prima evidenza di una possibile correlazione tra varianti genetiche
polimorfiche di ROCK e I'aumento del rischio nei pazienti CCR di sesso maschile.

Per quanto riguarda la ricerca di mRNA marcatori un test di screening sul sangue intero
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potrebbe rivelarsi un valore aggiunto importante per migliorare la diagnosi precoce sul
carcinoma del colon-retto. L'espressione dei geni TSPANS, LGALS4 e COL1A42, nel sangue
in toto, puo rivelarsi informativa nella diagnosi del CCR.

La combinazione di TSPANS e LGALS4 mostra valori promettenti di sensibilita 92.5% e
specificita 67.16%. E’ interessante notare come essi evidenzino espressione speculare nel
cancro e/o nel sangue normale (7SPANS ¢ piu elevato nel sangue CCR, mentre LGALS4 ¢
piu basso). Inoltre, TSPANS in combinazione con COLIA2 mostra una curva ROC con un
miglioramento di specificita al 73.1%. A nostra conoscenza, questo ¢ il primo studio che
esamina l'espressione di 7SPANS mRNA nel sangue, per la diagnosi del CCR.

In sintesi, il nostro studio preliminare su mRNA estratto da sangue in toto, dimostra che il
pannello TSPANS, LGALS4 ¢ COLIA2 ¢ uno strumento affidabile per rilevare la presenza
di CCR, considerando i livelli di sensibilita e specificita evidenziati.

Tutti 1 nostri risultati hanno un valore preliminare e richiedono conferme con un’estensione

del campione di studio.
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