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ABSTRACT

Introduzione - La Leucemia Mieloide Cronica (CML) € una patologideloproliferativa
risultante dall’espansione policlonale di celluléarsinali pluripotenti. E caratterizzata
dall'attivazione costitutiva di un recettore tinesthinasico (BCR-ABL) che comporta una
stimolazione ligando-indipendente del pathway djnsdi a valle del recettore. La CML e stata
associata ad una traslocazione reciproca fra i agsomi 9 e 22 t(9;22)(q34;911), che da origine
al cromosoma Philadelphia (Ph), e che si traduagimncogene di fusione che codifica per la
proteina tirosin-chinasica (TK) BCR-ABL. Il trattanto d’elezione per la CML € imatinib
mesilato (IM), un inibitore TK, che interagisce clantasca di legame dellATP del dominio
chinasico del recettore, impedendo il cambiamemofamazionale verso lo stato attivo e
conducendo all’apoptosi le cellule tumorali. IM tate il primo farmaco ad azione diretta
specificatamente verso un bersaglio - un recetti@to - peculiare delle cellule neoplastiche ma,
nonostante il successo nel trattamento, nel gitBe24 mesi, circa il 30% dei pazienti sviluppa
una resistenza secondaria. Questo puo esseretenduaruto a mutazioni geniche puntiformi o
aberrazioni cromosomiche, ad anomalie citogenetsgwndarie o traslocazioni reciproche, e,
infine, puo dipendere da complessi processi ditadegnto cellulare nei quali rientra I'espressione
genica individuale. Lo scopo del mio progetto derca € stato quello di indagare i possibili
meccanismi genetici ed epigenetici, per determinsreche modo possano contribuire
all'insorgenza di resistenza. Alla prima categ@ppartiene l'alterata espressione dei geni dei
trasportatori dei farmaci, mentre della secondadaparte, in particolare, la deregolazione dei
microRNA (miRNA) e I'aberrante metilazione del DNA,

Materiali e metodi - Sono state allestite sub-culture cellulari di CML6resistenti al farmaco
d’elezione con cui viene trattata ordinariament€ML, imatinib mesilato (IM), incrementando
progressivamente la dose IM somministrato, partetadana concentrazione iniziale di 0,05 pM
fino ad una finale di 3 uM. Ad ogni cambio di contrazione sono stati estratti miRNA, RNA e
DNA. | miRNA sono stati analizzati con un tool pyahato per identificare umprofiling
caratteristico del processo di resistenza, mergaregip mRNA sono state ricercate in particolare
alterazioni nell’espressione dei geni addetti asorto dei farmaci. Per quanto riguarda il DNA,
e stato valutato come variano i livelli di metilaze durante il processo di acquisizione della
resistenza utilizzando I'Infinium methylationepiedachip, un panel che consente di analizzare i
livelli di metilazione di oltre 850.000 siti CpG mmporaneamente.

Risultati - Dall’analisi dell’espressione dei trasportatori ffgimaci, € emerso che molti geni della

superfamiglia dei trasportatori ABC sono sovraesgirenelle cellule che hanno acquisito



resistenza. Fra questi, degni di nota sono ABC@EX;A3 e ABCC1. Confrontando le espressioni
dei miRNA alle diverse concentrazioni con quellieleellule non trattate € emerso che 6 miRNA
sono significativamente deregolati: miR-193b-3pRmiB6-5p, miR-512-3p, miR-517a-3p, miR-
365a-3p, miR-372-3p. | primi 3 sono sottoesprassntre gli ultimi sono iperespressi nelle cellule
resistenti alle concentrazioni maggiori confrontate le cellule non trattate. Questi miRNA
modulano diversi geni appartenenti al pathway dnatazione di ErbB e PI3K/Akt, importanti
poiché coinvolti nei processi di modulazione deilgalitd cellulare, dell’apoptosi, del
metabolismo e coinvolti nel meccanismo di tumorgg@nPer quanto riguarda la metilazione é
stato osservato che, con l'incremento della dosensaistrata, il numero di geni metilati
incrementa notevolmente e, ad eccezione dei ge$A CTNNA3 che sono ipometilati, i geni
PTPRF, TP73, ARHGEF10, FHDC1, DUSP6, PLD6 e MIR548l8ultano significativamente
ipermetilati nelle cellule resistenti.

Conclusioni -Nonostante IM sia stato inserito nella clinica d€lIML dal 2001, ancora non sono
stati trovati dosi idonee o formulazioni alternatiche superino al 100% la resistenza che si
instaura nei pazienti in trattamento. Data la rezattenzione rivolta verso il ruolo dei meccanismi
epigenetici nell'insorgenza di resistenza, e palesdhe unprofiling genetico ed epigenetico, che
tenga conto di come interagiscono fra loro i tratgiori di efflusso, i mMIRNA e la metilazione del

DNA, possa rappresentare una svolta per lo sviluppma terapia mirata.



INTRODUZIONE

1 - EMOPOIESI
Il sistema emopoietico & formato dagli organi resadili dell'emopoiesi, cioé della produzione e
maturazione degli elementi cellulari (o figuratgldangue: i globuli rossi (eritrociti), i globuli
bianchi (leucociti) e le piastrine (Fig. 1). Duramd sviluppo embrionale questa funzione e svolta
principalmente dalla milza, dal fegato e dal midalsseo, mentre dopo la nascita i responsabili

principali sono soprattutto il midollo osseo eniftinodi [1].
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Figura 1 - Composizione della parte corpuscolata del sangue

Gli elementi corpuscolati hanno un ciclo di vitdatto: eccetto alcuni tipi di linfociti che possono
sopravvivere per anni, la maggior parte si rinnoea breve periodo. Nel midollo osseo sono
presenti cellule staminali multipotenti, chiamat@oeitoblasti, in grado di generare tutti gli
elementi figurati del sangue, a seconda delle egg@ell’'organismo. Il processo di sviluppo e
maturazione degli elementi del sangue procedetaér. Si ha la proliferazione, che inizia quando
la cellula madre si divide in due cellule figlie rfmfunzionalmente differenti da essa, la
differenziazione, in cui si ha restrizione dellagrzialita del genoma ad opera della stimolazione
microambientale, e il commissionamento, quando #lula segue il programma di
differenziamento cui e stata destinata dal micraanib. Segue questa fase la maturazione, lenta
e costante, in cui la cellula acquista le caratiehe proprie del suo sottotipo, sotto la stimiolag

di numerosi fattori di sviluppo, fra cui eritroptire, interleuchina-3, G-CSF (fattore stimolante
le colonie di granulociti) e GM-CSF (fattore stirante le colonie di granulociti e macrofagi) (Fig.
2), e che termina infine con I'amplificazione, cpermette la divisione delle cellule mature

mediante mitosi. Al termine di questo processaeléule sono trasferite dal midollo al sangue [2].
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Figura 2 - Processo emopoietico

L’emocitoblasto puo dare origine a due diverseeséristaminali: le cellule linfoidi e le mieloidi.
Le prime producono i linfociti e danno origine aafbciti B, che maturano nel midollo osseo e
vengono poi trasferiti al sistema linfatico, eiafdciti T che si sviluppano e diventano funzionali
nel timo. Le staminali mieloidi, invece, producogb eritrociti, le piastrine, i monociti e i
granulociti. Inizialmente, gli eritrociti immatursono nucleati, producono emoglobina e si
dividono molte volte. Quando il contenuto di emdmgha di un eritrocita si avvicina al 30% circa,
il nucleo, il reticolo endoplasmatico, I'apparaid@blgi e i mitocondri della cellula cominciano a
degradarsi. Al termine di questo processo, I'etitensi insinua tra le cellule endoteliali dei vasi
sanguigni nel midollo osseo ed entra nella ciraolaz Dalle staminali mieloidi derivano anche i
megacariociti: grosse cellule che rimangono nelatiddosseo e da cui si dividono continuamente
frammenti cellulari che vengono rivestiti da unanmhbeana, dando cosi origine alle piastrine [3].
Gli eritrociti, sono gli elementi piti abbondantil sangue (ne vengono prodotti 2%E) e sono
cellule definite anucleate in quanto perdono illeadurante il processo di differenziamento. Il
loro citoplasma contiene quasi esclusivamente rotdedi emoglobina, una proteina capace di
legarsi all’'ossigeno in prossimita dei polmoni eritisciarlo nei tessuti. Gli eritrociti hanno la
forma di dischi biconcavi e sono molto flessibidaratteristica che li rende dotati di ampia
superficie disponibile per gli scambi gassosi maaibelo la capacita di transitare anche attraverso
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i capillari piu stretti. Il numero di eritrociti gariabile ma molto elevato: un individuo sano
possiede circa 4-6 milioni di eritrociti per Ml sangue [4].

| leucociti possiedono un nucleo e appaiono inéosmno piu grandi e meno numerosi dei globuli
rossi: ce ne sono circa 7¥I@dm® di sangue, ma il loro numero puo variare in urerivallo
considerevole a seconda dello stato di saluteini@Niduo. Hanno funzioni difensive, possono
infatti attaccare virus, batteri o altri organisesitranei e, in molti casi, sono anche in grado di
riconoscere e neutralizzare cellule tumorali. Tutkeucociti possono abbandonare I'apparato
circolatorio ed entrare negli spazi intercellulaichiamati da segnali chimici emessi dalle cellule
dei tessuti in presenza di organismi o sostanzarest i quali inducono anche la proliferazione
dei leucociti. I globuli bianchi si suddividono Bimacro categorie: i granulociti, i linfociti e i
monociti. | primi sono costituiti da neutrofili, smofili e basofili; i secondi, che comprendono
linfociti T, linfociti B e cellule natural killerpartecipano alle difese specifiche: riconoscendo un
agente patogeno e poi attaccandolo in manierafgg@e@on produzione di proteine circolanti, gli
anticorpi), mentre i monociti, in caso di infezigise trasformano in macrofagi, cellule di grandi
dimensioni che possono fagocitare gli xenobioBe4].

Le piastrine, la cui concentrazione ematica & pacirca 4x18&mn?, sono piccoli frammenti
cellulari privi di organuli e pieni di enzimi e edtsostanze necessarie per svolgere la specifica

funzione di sigillare le fessure nei vasi sangugguiare inizio alla coagulazione sanguigna [5].

2 - LEUCEMIE
Le leucemie sono una famiglia di malattie ematiotadigne che originano dalla proliferazione
tumorale di una cellula ematopoietica. Negli induiaffetti da leucemia, il midollo osseo perde
la capacita fisiologica di generare cellule funalracquisendo quella patologica di produrre
cellule tumorali. Queste ultime, sfuggendo ai regomeccanismi di controllo, tendono ad
accumularsi nel midollo stesso e, invadendolo, lteramo progressivamente la funzione [5].
Talvolta pud accadere che questo accumulo di eetlwihorali nel midollo si estenda anche al
sangue, determinando un anomalo aumento del nutieeglobuli bianchi leucemici. Sulla base
della rapidita del decorso, si riconoscono leuceamige (a rapida evoluzione) o croniche (a lenta
evoluzione), e, a seconda del sottotipo di celbufatopoietica coinvolta, si riconoscono leucemie
linfoidi o mieloidi. | tumori che colpiscono le dele del sangue sono molto piu frequenti nell'eta
infantile rispetto a quella adulta, e le leucenuete, in particolare, rappresentano oltre il 25% di
tutti i tumori dei bambini. Piu in dettaglio, laueemia linfoblastica acuta rappresenta I'80% di
tutte le leucemie diagnosticate nei bambini fidglanni, mentre quella mieloide acuta rappresenta

il 13%. Le croniche sono piu caratteristiche dell&dulta e rare in eta pediatrica. In Italia vargo
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diagnosticati circa 15 nuovi casi ogni 100.000 peresall’anno (16,9 casi ogni 100.000 uomini e
12,8 ogni 100.000 donne), che si traducono in unera stimato di 4.700 nuovi casi ogni anno
tra gli uomini e poco meno di 3.400 tra le donmebase ai dati AIRTUM (Associazione ltaliana
Registri Tumori), nel nostro paese le forme pitgfrenti di leucemia sono la linfatica cronica
(33,5% del totale delle leucemie), la mieloide ac{#6,4%), la mieloide cronica (14,1%) e la
linfatica acuta (9,5%) [6]. In generale, € possilsibddividere le leucemie in base alle peculiarita
citologiche e/o molecolari delle loro cellule neagtiche raggruppandole in mieloidi, o
mieloproliferative, se presentano caratteristichpclte delle cellule mieloidi (granulazioni
citoplasmatiche e antigeni cellulari) e originareoagllule staminali mieloidi; leucemie linfoidi o
linfoproliferative, se originano da cellule tumardinfoidi e hanno carattere linfoide
(riarrangiamento monoclonale dei geni delle IgG) [grandi sottogruppi di leucemia sono quindi

4: linfoblastica acuta, linfocitica cronica, mialei acuta, e mieloide cronica.

2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA ACUTA
La leucemia linfoblastica acuta (ALL) € un tumoneatologico, raro e a rapida progressione, che
origina dai linfociti nel midollo osseo ed e caeaitzata da un accumulo di queste cellule nel
sangue, nel midollo osseo e in altri organi. limtere "acuta” indica il fatto che la malattia
progredisce velocemente. L’eccesso di produziofiefdblasti inficia la produzione delle normali
cellule ematiche, provocando una riduzione del monde globuli rossi e bianchi, e di piastrine
[8]. Nella ALL un linfocita B o T va incontro ad antrasformazione tumorale: i processi di
maturazione che permettono la formazione del litdcadulto si bloccano e la cellula comincia a
riprodursi piu velocemente, invadendo il sanguaggiungendo anche i linfonodi, la milza, il
fegato e il sistema nervoso centrale [9]. Circ&2%0% degli adulti con ALL acquisiscono
un’anomalia cromosomica derivata dalla traslocazi@tiproca fra i cromosomi 9 e 22 (patologia
Ph+). La presenza del cromosoma Philadelphia adglii aumenta con I'incremento dell’eta [9-
11] e i soggetti con ALL Ph+ normalmente hanno piregnosi peggiore rispetto a coloro che non
sono affetti da questa anomalia [12]. La ALL e yaologia relativamente rara: in Italia si
registrano circa 1,6 casi ogni 100.000 uomini echgd ogni 100.000 donne, cioe circa 450 nuovi
casi ogni anno tra gli uomini e 320 tra le donrle & ALL é pero il tumore piu frequente in eta
pediatrica, infatti rappresenta 1'80% delle leueemcirca il 25% di tutti i tumori diagnosticatatr
0 e 14 anni. L'incidenza raggiunge il picco traeé 25 anni e poi diminuisce con l'aumentare
dell'eta, fino ad essere minima dopo i 29 anrb@@6 di tutti i casi viene diagnosticato entro i 29
anni) [9-11].



2.2 LEUCEMIA LINFATICA CRONICA
La leucemia linfatica cronica (CLL) € una neoplasimatologica causata da un accumulo di
linfociti nel sangue, nel midollo osseo e negliarginfatici (linfonodi e milza). Nella CLL, alcun
linfociti (per lo piu di tipo B) subiscono una tfaemazione maligna producendo un clone
linfocitario, cioe un insieme di un gran numeracdilule uguali tra loro che non rispondono piu
agli stimoli fisiologici e diventano immortali [1L3Continuano cosi a riprodursi e ad accumularsi
nel sangue, nel midollo osseo, negli organi licfafinfonodi e milza) e, talvolta, anche in altri
organi. E la leucemia pit comune nel mondo occaler{ton un rapporto uomo:donna di 2:1) ed
e tipica nell'anziano, infatti, I'eta media allagihosi € intorno ai 65 anni e meno del 15% dei casi
viene diagnosticato prima dei 60 anni [14]. Colpisgni anno circa 5 persone su 100.000 e
l'incidenza aumenta con l'aumentare dell'eta. dhale stime parlano di circa 1.600 nuovi casi
ogni anno tra gli uomini e 1.150 tra le donne. Nsiante possieda una morfologia omogenea e un
fenotipo di tipo immunologico, la CLL mostra un cpamtamento clinico estremamente variabile.
Da un lato, i pazienti con CLL hanno un decorsotmaotdolente e possono sopravvivere per
decenni senza richiedere la terapia, mentre nel gpposto, i pazienti presentano una malattia
molto aggressiva alla diagnosi e muoiono entro pachi nonostante il trattamento [15]. Tuttavia,
poiché la maggior parte dei pazienti € asintomadita diagnosi e classificabile come a basso
stadio (80%), i principali sistemi di diagnosi (RaBinet, sviluppati oltre 30 anni fa) non riescono
a discriminare i casi aggressivi da quelli indoleatla fase iniziale della malattia [16]. Pertanto
ci sono stati importanti sforzi per perfezionarestiatificazione del rischio della CLL, che sono
sfociati con lidentificazione di una moltitudiné wharcatori molecolari proposti negli ultimi 20

anni con un impatto prognostico e/o predittivo [17]

2.3 LEUCEMIA MIELOIDE ACUTA
La leucemia mieloide acuta (AML) e una malattia sheviluppa a partire dal midollo osseo
(mieloide) e che progredisce velocemente (acutayeffica nel momento in cui, durante lo
sviluppo, alcuni precursori pluripotenti preseréi midollo osseo si alterano e maturano come
cellule tumorali. L'AML €& una delle neoplasie ematfiche piu comuni negli adulti [18] ed &
associata con una scarsa sopravvivenza nella nrguggiee dei sottotipi: il tasso di sopravvivenza
a 5 anni dellAML é del 28% per i pazienti sotd0ianni [19] e inferiore al 10% per i pazienti piu
anziani [20]. In base ai dati della AIRTUM, si pose stimare poco piu di 2.000 nuovi casi di
leucemia mieloide acuta ogni anno in Italia: 1.2@0gli uomini e 900 tra le donne. La malattia &

pill comune negli uomini rispetto alle donne e nadlilti con pit di 60 anni. E poco frequente



prima dei 45 anni e nel nostro paese rappresehd&ildelle leucemie tra i bambini di eta compresa
tra 0 e 14 anni.

La AML é un tumore maligno aggressivo caratteriazda un blocco nella differenziazione
mieloide (il processo normalmente responsabileadgdinerazione di globuli maturi da cellule
staminali emopoietiche) e dalla proliferazione imicollata di progenitori mieloidi anomali che si
accumulano nel midollo osseo e nel sangue. Alcwsi i sviluppano da altri disturbi
ematopoietici 0 insorgono in seguito all’'utilizze wha terapia genotossica rivolta verso altri
tumori non correlati, ma la maggior parte si orggdle novo[21]. Sono stati identificati diversi
marcatori genetici utili per stratificare i pazieintgruppi prognostici, usati per guidare le sttaé
terapeutiche. Sebbene la chemioterapia abbia dsmitato tassi elevati di remissione, la maggior
parte dei pazienti va incontro a recidiva e la agpivenza complessiva a 5 anni e solo del 40-
45% nei giovani e inferiore al 10% negli anziar,23].

2.4 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA
La leucemia mieloide cronica (CML) ha origine netlollo osseo dai precursori delle cellule del
sangue (piastrine, globuli rossi e globuli biantchnne i linfociti). Nella leucemia, queste cellule
immature non riescono a completare il processoadidrmazione che le porta a diventare adulte
e si accumulano in forma immatura (blasti) nelkamgmo. Il termine “"cronica” indica che la
malattia ha una progressione lenta nel tempo eimanere asintomatica anche per anni nella sua
fase iniziale. La CML in Italia colpisce circa 2rpene (2,4 per gli uomini e 1,8 per le donne) ogni
100.000, e si stimano ogni anno circa 650 nuovitcagli uomini e 500 tra le donne [24]. E una
malattia che colpisce soprattutto in eta avanzat@e dimostra il fatto che meno del 30% dei casi
viene diagnosticato prima dei 60 anni. Nel 2017tsna che saranno diagnosticati negli Stati
Uniti circa 9.000 nuovi casi di CML e moriranno apgsimativamente 1.000 pazienti.
Dall'introduzione di imatinib nel 2000, la mortalnnua della CML & diminuita dal 10-20% all'1-
2%. Circa il 50% dei pazienti con CML diagnosticaegli Stati Uniti € asintomatica e viene
spesso diagnosticato durante un esame fisico dinemo esami del sangue. | segni e i sintomi
comuni della CML al momento della diagnosi, quanpl@senti, derivano da anemia e
splenomegalia. Questi includono affaticamento, iperdi peso, malessere, sazieta facile e
pienezza o dolore del quadrante superiore sin[&B@ Le manifestazioni rare comprendono
sanguinamento (associato a basso numero di pestfim disfunzione piastrinica), trombosi
(associata a trombocitosi e/o marcata leucocitadti)te gottosa (da elevati livelli di acido ur)¢o
priapismo (di solito con marcata leucocitosi o tbhmtitosi), emorragie retiniche e ulcere e

sanguinamento gastrointestinale superiore (da elexelli di istamina a causa di basofilia) [26].
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Le cause che provocano le leucemie non sono astaigadel tutto chiarite: molte di queste forme
si associano alla comparsa, nelle cellule leucespidhalterazioni cromosomiche e genetiche, ma
gli eventi biologici che portano allo sviluppo dliitalterazioni non sempre sono noti. Le anomalie
cromosomiche e/o genetiche non vengono ereditatgeatori né trasmesse alla prole, sono
quindi acquisite con la malattia stessa. Esistqarp, delle condizioni molto rare in cui la
leucemia ha delle caratteristiche familiari pefrémuenza con cui alcuni individui di un medesimo
nucleo familiare si ammalano, e si parla, perdi@redisposizione genetica come elemento critico
[5]. Al contrario, sono stati identificati alcurattori di rischio, alla cui esposizione si assama
maggiore probabilita di sviluppare leucemie. Trasjy sono presenti il contatto prolungato con
agenti chimici mutageni o alchilanti quali il beneee suoi derivati, e I'esposizione a dosi
eccessive di radiazioni ionizzanti [27]. Anche peea antitumorali, come radioterapia e/o
chemioterapia, nei casi in cui sia presente undigpesizione geneticamente determinata, possono
provocare I'insorgenza di leucemie acute di tipcoselario. Questo fenomeno e stato riportato in
circa il 3-5% dei pazienti trattati con radio-cheterapia. Tra gli agenti che potrebbero concorrere
all'insorgenza di alcune forme di leucemia sonsendi anche il fumo di sigaretta e alcuni tipi di
virus, fra cui i membri della famiglia HTLV (Viru$-linfotropico umano). L'essere affetti da
alcune malattie ematologiche come le “sindromi odedplastiche”, in cui si ha un’alterazione
delle cellule ematopoietiche, costituisce un afatiore di rischio per lo sviluppo futuro di
leucemie. Va infine ricordato che anche alcune thalareditarie (per esempio la sindrome di
Down) si associano ad un aumentato rischio di eor@rleucemia (da 10 a 20 volte superiore)
[5,6].



LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

1 - BACKGROUND
La CML e una malattia mieloproliferativa caratteara dall’espansione incontrollata delle cellule
staminali pluripotenti presenti nel midollo oss&mrmalmente viene diagnosticata nella fase
cronica (CP); i sintomi principali sono fatica, amia, splenomegalia, fastidio addominale ed
episodi di infezione [28], anche se una significatpercentuale di pazienti non mostra sintomi,
per cui la diagnosi avviene in concomitanza casviagersi di altri esami. La percentuale maschile
e leggermente superiore a quella femminile conappaorto di 1,3-1,5:1 [29]. L'eta media in cui
si sviluppa varia molto a seconda della regioneunsi sviluppa: per esempio, in Africa e in
America Latina, la CML viene diagnosticata in patiehe hanno almeno 15 anni in meno rispetto
a quelli australiani (eta media di 55 anni), eurggeamericani [29]. Lo stadio della patologia € la
caratteristica prognostica piu importante; la maggarte dei pazienti in CP-CML raggiunge una
stabilizzazione della malattia a lungo termine teaipianto di cellule staminali diventa necessario
solo per una piccola percentuale di questi [30Jn&esi interviene farmacologicamente, la CML
progredisce dalla CP alla fase di crisi blastic&€)Rlopo circa 3-5 anni, di solito passando
attraverso una fase accelerata (AP) (Fig. 3) [Bdle degenerazione si definisce tramite conta dei
blasti, che sono il 10-20% nella AP e >20% nella|[Bg. Le cellule leucemiche in stadio avanzato
perdono la capacita di giungere fino alla comphesturazione, provocando quindi una situazione
in cui si ha espansione delle cellule primitiveigcdpito dei granulociti maturi. Il meccanismo di
progressione non é stato ancora del tutto chiaitohe se sono state riscontrate mutazioni in altri
geni diversi dBCR-ABL che suggeriscono sia necessario un secondo gy@rtotrasformazione
verso la fase di leucemia acuta. La BC-CML conduegitabilmente verso la morte, mediante
trombosi, infezioni 0 anemie - una conseguenzaaliinento del midollo osseo a causa della
mancanza di differenziazione cellulare e di unlirdzione massiccia di blasti [32]. Prima che
avvenisse l'introduzione di una terapia di succelsssopravvivenza media dei pazienti affetti da
CML era di 3 anni circa [28,32].
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Figura 3 - Possibili destini di una cellula staminale leuceamella CML

La peculiarita di questa patologia € rappresemtalia presenza di una traslocazione reciproca fra
il braccio lungo dei cromosomi 9 e 22 t(9;22)(q34;@), risultante in un derivato 9g+ e un piccolo
220- [33]. Il prodotto, noto come cromosoma Philpdi& (Ph), produce un gene ibriB€R-ABL
unione del 3’ del gen&belson Murine Leukem{@BL) posto sul cromosoma 9 e il 5’ della regione
di raggruppamento dei punti di rottuaGR Major-Breakpoint Cluster Regidrsul cromosoma

22 [34]. Il geneBCR-ABLe stato osservato in tutti i casi di CML e il viggnento di questo gene,
insieme al cariotipo per identificare il cromosoRtg, € utilizzato per confermare la diagnosi [28].
Il sito in cui avviene la rottura flARCRe ABL é altamente variabile, ma la ricombinazione digol
coinvolge la fusione dell'introne 13 o 14 BICRcon una regione di 140kb ABL compresa fra

gli esoni 1b e 2 (Fig. 4) [35].
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terminale di BCR e del 3’ terminale di ABL4b Proteina di fusione

Per quanto riguarda la rottura sul geRBL1, lo splicing del’lmRNA favorisce il trascritto
maggiore con el3a2 (esone 13BdfiRe 2 diABLJ) o la giunzione 14a2. Entrambi i trascritti
codificano per I'espressione di una proteina di RD@& (p210) [36]. Durante questi anni si &€ spesso
dibattuto sulle conseguenze dell’espressione damnidi i trascritti; la diversa posizione della
regione di rottura e stata correlata con la progdekpaziente, con la conta piastrinica e con la
risposta alla terapia, ma ci sono state altre pcduibni che invece hanno negato qualunque
relazione [36-38]. Anche se questo € il trascitie si forma maggiormente, in alcuni rari casi si
possono ottenere breakpoint alternativi, che portdla formazione di trascritti da 230 kDa o da
190 kDa (che deriva dall'arrangiamento ela2, es@ntrabile soprattutto nella leucemia Ph+

linfoblastica acuta) [39].

1.1 1 GENI BCRE ABL: STRUTTURA E FUNZIONE DELLE PROTEINE
Il geneBCR(cromosoma 22; 130kb suddivise in 25 esoni) codifier una proteina citoplasmatica
di 160 kDa (p16BF). L'N- terminale contiene 426 amminoacidi conséruatutte le isoforme
della proteina chimerica BCR-ABL, e in questa pong € presentato il dominio con attivita
serina/treonina chinasica necessaria per I'attdgdagene mutato. Tale sito ha il compito di legare
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i domini Src Homology (SH2) di altre proteine corABL, coinvolti nell'attivazione della
superfamiglia delle RAS. E inoltre presente un domiCoiled-Coil (DD) cruciale per la
dimerizzazione di BCR-ABL, per la funzionalita chsica e pefoncogenicita di questo dimero.
La porzione C-terminale ha invece funzione GTPasi&a@onfronti di RAC (p214©), una proteina
appartenente alle RAS che attiva le NADPH-ossidasheutrofili (Fig. 5) [40].

P190 (1-426) P210 (1-902/927)  P230(1-1176)

RHO-GEK

RAC-GAP

CaLB

dbl=like and PH domain

Figura 5 - Struttura della proteina p160 BCR

Il gene ABL (Fig. 6) codifica per una proteina chinasica necettoriale di 145 kDa (p14%)
espressa in due diverse isoforme, generate dditingpalternativo del primo esone (1a-1b). L'N-
terminale presenta tre domini Src Homology: SHbti di funzione tirosin-chinasica, e ha forte
affinita per il primo esone @CR mentre i domini SH2 e SH3 permettono l'interagi@on altre
proteine. In questa regione & anche presente zioperCap, che probabilmente controlla I'attivita
chinasica di ABL, in quanto, se deleto, comefietti avviene in BCR-ABL, si ha un aumento e
una deregolazione dell’attivita fosforilativa. lt€rminale presenta i domini di legame con I'actina
e il DNA e i siti di localizzazione nucleare. Lenaplesse funzionalita di ABL concernono la
regolazione del ciclo cellulare, la risposta cealtal allo stress genotossico, la trasduzione del
segnale inviato dalle integrine per lo sviluppd,@involgimento nel processo di riparazione del
DNA attraverso il legame con altri enzimi coinvahi questo step, fra cui il prodotto dei geni
RAD51 e ATM [41].

cde2 PKC

COOH

DNA BD

¥
®) ()
2
% 7|
1

Figura 6 - Struttura della proteina p145 ABL

11



1.2 IL GENE CHIMERICO BCR-ABL
Nella formazione del gene chimerico (Fig. 7), ihpudi rottura sul gen@ABL avviene a monte
dell’'esone 1la o 1b oppure, piu frequentementeglirasoni 1la e 2a, e lo splicing del trascritto
primario genera un mRNA nel quale la sequenZBGR e fusa all’esone 2a &BL. A seconda
della regione in cui avviene la rottura del g&8E€R il trascritto codifichera per diversi tipi di
proteina, pl190, p210, o p230, tutte contenenti dorfondamentali per la trasformazione
neoplastica delle cellule. Caratteristica comugaeste proteine € l'alterata e incontrollata aiivi
tirosin-chinasica che deriva dal dominio tyr-chicagoresente sul gedBL, ma, a differenza del
prodotto di quest’ultimo che si distribuisce neklao, I'enzima BCR-ABL si distribuisce nel

citoplasma [42].
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Figura 7 - Gene chimerico BCR-ABL

Nonostante la presenza di quest’alterazione nediggimor parte dei pazienti affetti dalla CML, in
realta, la sola mutazione non é condizione sufiieiger I'insorgenza della patologia. Questo e
confermato dalla presenza di soggetti affetti daLCRh- e BCR-ABL negativi, nonché dalla
presenza del gene chimerico, seppure con frequanlta bassa, nel sangue di individui sani. La
motivazione per cui questi soggetti non svilupparadattia non € del tutto chiara: una spiegazione
plausibile potrebbe essere che la mutazione inswelia stadio terminale della differenziazione
cellulare, quindi poco prima dell’eliminazione, app che il sistema immunitario sopprima queste
cellule aberranti, oppure che il geBER-ABLnon sia 'unica alterazione genetica responsabile
della comparsa della leucemia [42]. La proteina BEBR. causa l'attivazione aberrante dei
pathway di segnalazione cellulare e uno spostamesrtm un ambiente cellulare che supporti la
leucemia. Quest’avviamento atipico si correla camlbiamenti a livello dei fattori di crescita
dipendenti, con apoptosi, proliferazione e adesiaeulare alterati. Questi eventi sono
responsabili della iper-proliferazione dei grantticedelle caratteristiche cliniche osservateaell
CP-CML [34]. Poiché I'espressione della sequenziificante BCR-ABL nelle cellule staminali
ematopoietiche e sufficiente per generare patokigidi alla CML, € stato generalmente accettato
il fatto che la presenza 8CR-ABLsia l'unica lesione necessaria per lo svilupp&HiL [34].
Dopo aver determinato il fenotipo risultante détlanazione del gene ibrido, il focus della ricerca
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si @ spostato sullidentificazione dei target di B@BL. E stato dimostrato che i pathway
Jak/STAT, PI3K/Akt and Ras/MAPK sono all’'originelEnomala segnalazione di BCR-ABL
(Fig. 8) [43].
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Figura 8 - Via di trasduzione di BCR-ABL e inibizione dellaichsi ABL. 8A Pathway attivato nella CML,
provocato dalla dimerizzazione del recettore chrapmmrta autofosforilazionéB Predizione degli effetti causati da
inibitori della tirosin-chinasi in condizioni di BE&ABL non mutato, mutato o in presenza di lesidi@raative

1.3 Jak/STAT
| segnali provenienti dal pathway Jak/STAT sonoggalmente incrementati nella leucemia e le
proteine STAT sono fattori di trascrizione attivdtl recettore Jak (Janus family kinase). La
costitutiva fosforilazione dei fattori STAT (STAELSTATS) e stata evidenziata in diverse linee
cellulari BCR-ABL positive e nelle linee cellulatiasformate dalla p190 c’e anche I'attivazione
di STATG6 [44]. Modelli leucemici di CML hanno dimtvato che l'attivita chinasica del recettore
di fusione incrementa l'attivazione di Jak2/STATromuovendo la crescita cellulare e la
sopravvivenza [45]. E stato inoltre proposto cheRBEBL possa attivare direttamente la
STATS5, evitando la regolazione endogena ad opetBAHi e favorendo quindi la patogenesi
[46,47]. Nonostante questo, gli inibitori di JAKrTe0 dimostrato di essere efficaci contro cellule

primarie di CML, anche verso quelle resistenti aghitori TK, e studi recenti hanno suggerito
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che la via di segnalazione di Jak sia importantelgpdiologia delle staminali [48]. Anche se
STAT5 ha numerose funzioni, il suo principale dffiehelle celluleBCR-ABL trasformate
sembra di tipo anti-apoptotico e coinvolge I'attiu@ne trascrizionale di Bcl-x| (proteina anti-
apoptotica). Il ruolo di RAS e JAK nella risposidattori di crescita puo spiegare come BCR-
ABL renda alcune linee cellulari indipendenti datitbri di crescita; ad esempio, € stato riportato
che la proteina di fusione induce un loop autocdn®-CSF e di IL-3 nei progenitori immaturi
[45].

1.4 PI3K/Akt
BCR-ABL determina una costitutiva attivazione dBR] che fosforila il fosfatidil-inositolo (PI)
in posizione D3 e produce in vivo PI-(3,4)-bifosfa PI-(3,4,5)-trifosfato, con la funzione di
secondi messaggeri. Le proteine PI3K trasmettongnade extracellulari per modulare
'attivazione dei fattori di trascrizione e la pragimazione che favorisce la
crescita/sopravvivenza e linibizione della mortella@lare [49]; AKT, invece, é l'effettore
principale della via di trasduzione di PI3K, ma stugtimo regola anche RAC (motilita e
sopravvivenza cellulare), e la S6kinasi (sintesitgica). AKT & importante soprattutto per due
motivi: 1) AKT é a valle del segnale dell’'lL-3 Reaater, quindi BCR-ABL sarebbe in grado di
mimare il segnale di sopravvivenza di IL-3 in md&8K-dipendente, 2) AKT ha come substrato
Bad (proteina con funzione proapoptotica), la @sférilazione ne determina l'inattivazione:
normalmente Bad non fosforilato si lega a Bcl-xipendo la sua funzione anti-apoptotica e
promuovendo la morte cellulare [50]. Alcuni studinimo dimostrato che PI3K e necessario per
la trasformazione delle cellule emopoietiche medida BCR-ABL [51], mentre altri hanno
evidenziato, oltre a questa caratteristica, la sojportanza nel mantenimento della CML,
insistendo sul fatto che l'inibizione dell'interaihway possa eludere 'oncogenesi di BCR-ABL
e uccidere le cellule primarie di CML [52]. Un’utiere conseguenza dell’attivazione di PI3K &
la stimolazione del pathway di mTOR, che é respbitsalel controllo della sintesi proteica,
della crescita/aumento di dimensioni delle celkutiell’autofagia [53]. Poiché il coinvolgimento
dell’autofagia nella CML € un campo di interesseatfoisto attuale, recenti ricerche hanno
osservato che, mentre BCR-ABL inibisce l'autofagad, contrario, gli inibitori TK lo
ristabiliscono, percio, la co-inibizione dell'audgiia e di BCR-ABL potrebbe promuovere in
maniera considerevole I'eliminazione delle celldieCML primitive, rispetto ai soli inibitori
[54].
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1.5 Ras/MAPK
L’attivazione delle chinasi Ras GTPasi/MEK stimtdarescita cellulare mediante la cascata di
legame con il recettore di membrana che attivaasctizione di numerosi fattori di crescita, ed
€ un pathway deregolato nel cancro [55].
Le famiglie delle chinasi Src (SFK) sono un altrupgpo di target a valle di BCR-ABL
ampiamente studiato per la loro correlazione comelecemia. | membri di questa famiglia
coordinano la crescita cellulare, la differenziag@ la motilita in risposta ai segnali extracaltul
[56]. Inizialmente era stato ipotizzato che, irekncellulari di CML, I'espressione di BCR-ABL
attivasse significativamente le SFK Hck e Lyn, mendteriori approfondimenti hanno dimostrato
che queste due chinasi sono necessarie per lartresfione tumorale, cosi come la fosforilazione
di altre chinasi [57]. Nelle linee cellulari di CMK562 (in crisi blastica) e primarie, BCR-ABL
inibisce l'espressione di un RNA non codificante ncRNA-BGL3, in maniera chinasica-
dipendente attraverso il fattore di trascrizione ®168]. L’espressione forzata di questo INcCRNA
nelle K562 induce l'apoptosi e riduce l'abilita djueste cellule di innestarsi nel topo.
Successivamente e stato anche osservato che In&BNA-agisce come un falso bersaglio per
molti miRNA, che cosi possono influenzare pTEN #itzgandolo e provocando un’inibizione

della leucemogenesi.

2 - TRATTAMENTO DELLA CML

Gli inibitori tirosin-chinasici (TKI) hanno complamente rivoluzionato il trattamento della CML.
Il trapianto di cellule staminali allogeniche (8IGT) e associato ad un profilo di tossicita unico,
infezioni particolarmente opportunistiche e pataogpvute all'innesto sull’ospite (GVHD), che
concorrono ad una mortalita correlata al trattam@airi a 5-20% e ad una notevole morbilita nei
pazienti che sopravvivono a lungo termine. Questdlpmatiche, unite all’evidente successo
dell'impiego degli inibitori TK, ha fatto si cheallloSCT venga riservato solo ai pazienti affetti da
leucemia in stadio avanzato o che non rispondoniaithmento [59]. Prima dell’avvento della
target therapyper i CP-CML, i pazienti erano trattati con chetarapici quali busulfan e
idrossiurea, ottenendo una risposta ematologicgtEien(CHR) nel 50-80% dei trattati, mentre
la remissione citogenetica completa (CCyR) erawam®® raro [60]. La successiva introduzione
della terapia con la citochina umana interferoha prodotto alti livelli di risposte complete
ematologiche e citogenetiche; tuttavia, I'inibitdnie imatinib mesilato (IM), approvato dalla Food
and Drug Administration americana (FDA) negli US& B001, permise di raggiungere una CHR
nel 95% e una CCyR nel 76% dei pazienti affetti @8L trattati nel trial IRIS [61,62].

Dallintroduzione di IM come farmaco d’elezione pa@ICP-CML la percentuale di sopravvivenza
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e notevolmente aumentata, passando da un 31%edafini ‘90 ad un 66% negli anni compresi
fra il 2006 e il 2012. Il sito attivo del recettoF& esiste in due conformazioni principali che sono
distinguibili fra loro nei motivi chiave di strutta, come il loop di attivazione (A-loop), che
controlla I'accesso del substrato al sito catalititloop di legame dell’ATP (P-loop) e il motivo
altamente conservato aspartato-fenilalanina-gli{idaG) che coordina il legame di ATP con lo
ione magnesio. Quando il recettore si trova nellaconformazione inattiva, il sito di attivazione
si trova nella posizione chiusa e il DFG e oriemtadrso I'esterno (DFG “out”). Quando invece la
chinasi e attiva, I'A-loop e in conformazione apeetil DFG € orientato verso il sito catalitico
(DFG “in") (Fig. 9) [63,64]. Ci sono 3 TKI approvadalla FDA per il trattamento iniziale della
CP-CML: imatinib, nilotinib (introdotto nel 2006)dasatinib (in commercio dal 2012).

Figura 9 - Conformazione del recettore tirosin-chinasico queadviene l'interazione con gli inibitori

2.1 IMATINIB

Imatinib mesilato (IM, STI571, Gleev&c (Fig. 10) & stato il primo inibitore TK approvato
dal’FDA per il trattamento dei pazienti con CML iesuo meccanismo d'azione prevede
I'inibizione dellattivita chinasica sia della preiha di fusione BCR-ABL sia di altre TK rilevanti
per la funzione dei linfociti, come PGDFR, e il ettore per il fattore di crescita dei mastociti e
delle cellule staminali KIT [65,66]. Questo farmaeaitilizzato anche per il trattamento di GIST
c-KIT positivi, pazienti adulti con dermatofibrosama protuberance (DFSP) non operabile e
pazienti adulti con DFSP recidivante e/o metastatid, formulato in capsule rigide o compresse,
€ una base quadrivalente che si dissolve facilmentma soluzione a pH 5,5. La sua struttura
contribuisce ad avere una biodisponibilita del 98#%ghe se vi pud essere una forte variabilita fra
pazienti. In seguito alla somministrazione perorele, il picco di concentrazione plasmatica (circa
1,6 g/ml) € raggiunto dopo 1,5-6 ore. Il farmacdlistribuisce rapidamente nei tessuti, ma non
attraversa la barriera emato-encefalica; a coraaiotmi clinicamente rilevanti, il legame con le

proteine plasmatiche e del 95% circa, soprattutto @ibumina e con glicoproteine alfa-acide,
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mentre € minimo quello con le lipoproteine. Cionstante, solo la porzione non legata di IM é
attiva [67]. Il metabolismo avviene soprattuttontiee reazioni di fase I, che riguardano la N-
demetilazione, che forma il metabolita principal@ 74588, ugualmente attivo. Inoltre, vi sono
diverse reazioni di ossidazione secondarie, edssilpite I'apertura dell’anello piperazinico [68].
Le reazioni metaboliche di fase Il includono la icgazione di IM e del suo metabolita N-
demetilato con acido glucuronico e la glucoronidagi dei metaboliti ossidati. IM ha un’emivita
di circa 19 ore (14-23 ore); approssimativamenB8¥% della dose viene escreta entro 7 giorni con
le feci, il 13% con le urine. Il 25% della dose astituito da IM invariato (di cui il 20% viene
escreto con le feci e il 5% con le urine), il restdato dai metaboliti. La maggior parte degli iffe
collaterali colpisce i pazienti nelle prime fasl ttattamento e poi tende a ridursi nel tempo sia p
frequenza sia per intensita. Gli eventi avversippsono di difficile interpretazione a causa della
varieta di sintomi correlati alla malattia, allaasprogressione e all’eventuale somministrazione
contemporanea di altri farmaci. Negli studi cliniei sospensione del farmaco per eventi avversi
e riportata in percentuale molto bassa (1-5%).dazioni avverse piu comuni sono nausea lieve
(56%), vomito (33%), diarrea (24%), mialgia (11%ampi muscolari (33%) ed eruzioni cutanee,
come eritemi (35%). In tutti gli studi si sono astrati anche edemi superficiali, preorbitali (30%)
o agli arti inferiori (17%). Nonostante questa fregza, nella maggior parte dei casi gli edemi non
sono gravi e vengono gestiti grazie all'utilizzodiliretici, oppure riducendo la dose di farmaco
somministrata. Inoltre, vi sono eventi avversi qualritenzione di fluidi, I'effusione pleurica,
'ascite, edemi polmonari e rapido aumento di peke vengono gestiti interrompendo il
trattamento o utilizzando, anche in questo casggetci [69,70]. Fra gli inibitori TK approvati,
IM mostra il piu largo spettro di vulnerabilitaatti sono state descritte piu di 50 mutazioni nel
dominio chinasico correlate a resistenza a quediitare. E stato scoperto che IM riconosce la
conformazione chinasica inattiva, con I’A-loop ibsizione chiusa. Inoltre, questa molecola forma
dei legami ad idrogeno con la treonina 315, chéflgtte nei tipi di mutazioni sul dominio
chinasico (KD) associate con la farmacoresistei@dd. [Si pensa che le mutazioni sul P-loop
prevengano l'aggiustamento strutturale richiesto lfpgtimale legame con il farmaco, e, per
esempio, nei portatori dell’'allele mutato T315lafibia un ingombro sterico e una mutazione
sull’A-loop che stabilizza la chinasi nella formi#ivaa, sfavorendo e impedendo il legame con IM.
La presenza di questa mutazione prevede l'insorgjeresistenza, ma non ci sono garanzie che
una persona portatrice di una mutazione “sensibilérmaco, risponda effettivamente ad un dato
inibitore. La dose standard cui viene somministtst@ di 400 mg/giorno, ma non € ancora stata
completamente stabilita la programmazione di dasggg efficace. Dosi piu frequenti (400 mg/2

volte al giorno) inducono risposte piu rapide risp@d una sola dose giornaliera, ma non sono

17



state chiaramente associate a migliori outcomene mvece accompagnate da maggiori tossicita
ematiche ed extra-ematologiche [72]. Nonostantkett® inibitorio di IM sia meno potente
rispetto nilotinib e dasatinib, questo farmaco eiespesso preferito perché é piu economico
rispetto agli inibitori di seconda generazione.ltiep da gennaio 2017, IM e disponibile come
equivalente in moltissimi paesi, e il suo impiegorpette una riduzione del bilancio sanitario nel
trattamento a lungo termine [73]. Gli inibitori2fi generazione sono stati sviluppati per migliorare

i risultati ottenuti con IM e per superare i digati meccanismi di resistenza [74].

Figura 10 - Struttura molecolare di imatinib

2.2 NILOTINIB

Nilotinib (AMN107) (Fig. 11) e un analogo struttieadi IM, con un effetto inibitorio 50 volte
superiore rispetto al suo predecessore [75]. liuadg alla sua maggiore potenza, nilotinib ha una
maggiore affinita per il KD ed € molto meno susbé# alla comparsa di mutazioni puntiformi
rispetto ad IM. Dagli studi eseguiti su questo itoie € emerso che, paragonando la
somministrazione di IM con nilotinib in prima lin¢400 mg/2 volte al giorno), quest’ultimo e piu
efficace e produce una risposta piu rapidamente77{6 Nonostante il basso rischio di
progressione nella patologia promosso dall'impidgnilotinib (impiegato alle dosi di 400 mg o
300 mg/2 volte al giorno), non é stato osservateamaggio nella sopravvivenza rispetto ad IM;
la sopravvivenza globale, tuttavia, € maggioredug programmi di somministrazione di questo
inibitore rispetto ad IM [78]. In particolare, i gianti che hanno ricevuto la dose di 300 mg x 2

volte/giorno hanno avuto eventi avversi con unaaminequenza e meno interruzioni di terapia
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dovuta alla scelta del farmaco rispetto a coloricecstata somministrata la dose piu alta. Percio,
la dose di 300 mg/2 volte al giorno e quella caeerente impiegata per la somministrazione di
prima linea [72,78]. Nilotinib induce risposte moddéari profonde piu frequentemente e il suo
profilo di tollerabilita generale é favorevole rigfo al suo predecessore, con ritenzione di fluidi,
crampi muscolari e tossicita gastrointestinalentgtomeno spesso con nilotinib [78]. Tuttavia, le
anormalita nel profilo biochimico dei pazienti, certincremento dei livelli di bilirubina, esiti
anomali degli esami epatici ed elevati livelli glidsi, sono stati descritti ripetutamente piu dia ch
si trova in cura con nilotinib, rispetto ad IM, cpartando, talvolta, la sospensione della terapia.
In aggiunta, e da tenere in considerazione cheepzion fattori di rischio basale per il diabete
devono essere tenuti sotto stretta sorveglianzantei’impiego di nilotinib, e sarebbe meglio
prendere in considerazione ['utilizzo di un inib#olK alternativo per costoro [79]. Questi dati
sono importanti anche se, nella maggioranza deiiqeeszienti che sviluppano effetti tossici hanno
dei fattori di rischio pre-esistenti, percio pus@® sufficiente un attento monitoraggio di tali
individui. Inoltre, la valutazione dei rischi caogiascolari associati con particolari inibitori TK
indica che il numero di infarti al miocardio € mawgg per gli utilizzatori di nilotinib e dasatinib
piuttosto che IM, percio, prima di iniziare la tpi@ e fortemente raccomandata una stima del

rapporto rischi-benefici.

Figura 11 - Struttura molecolare di nilotinib

2.3 DASATINIB
vitro 350 volte superiore a quella di IM [80]. Il vanggg nell'utilizzo di questo inibitore e
rappresentato dalla sua capacita di bloccare deoti@nasi della famiglia Src, una caratteristica
che potrebbe essere importante per diminuire ligrika dei pathway di segnalazione critici per le
cellule di CML [81]. La dose registrata per dasaté 100 mg per la CML ai primi stadi della CP,
secondo i dati riportati dal trial randomizzato O&EDN, in cui sono stati comparati gli effetti

dell’'utilizzo di dasatinib in prima linea, 100 mgdgno, con IM 400 mg/giorno. E stato dimostrato
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che la CCyR a 12 mesi viene raggiunta in perceatuaggiore dai pazienti trattati con dasatinib,
a discapito di IM, cosi come un maggior valoreigjposta molecolare maggiore (MMR). Il tasso
di progressione tumorale € piu basso con linileitdi 2° generazione, ma non sono emersi
vantaggi nella sopravvivenza. Il profilo di tolleita & favorevole verso I'impiego di dasatinib
nei confronti di IM e il trattamento con questdiilhidre non € associato con un notevole incremento

della frequenza della tossicita cardiovascolaré. [82

Figura 12 - Struttura molecolare di dasatinib

Dai risultati ottenuti, si puo sicuramente afferenane imatinib, dasatinib e nilotinib costituiscano
un’adeguata opzione terapeutica per i pazientttatfa CP-CML nel momento della diagnosi. Al
di la dei trial clinici, la decisione riguarda geahibitore TK sia piu opportuno utilizzare per un
singolo paziente e dipende dalla valutazione demivfattori, fra cui il rischio relativo della
patologia, fattori di rischio per specifici evemtvversi, il possibile impatto del programma di
somministrazione della dose e i costi. In pazieoti una bassa probabilita di rispondere a IM 400
mg, e preferibile utilizzare un inibitore di 2° g@azione; al contrario, pazienti con un basso
rischio, o quelli con un alto rischio di sviluppaeenti atero-trombotici, IM & da preferire. Alte
dosi di questo farmaco possono comportare evemeflme simili a quelli raggiungibili con
dasatinib o nilotinib, ma, contemporaneamente, dibdsi si associano con un incremento
dell'incidenza di alcuni eventi avversi, fra cuiesda periferico, crampi muscolari, o tossicita del
tratto gastro-intestinale [83]. Alcuni farmaci deecessere evitati a causa della tossicita intransec
per esempio, € preferibile non utilizzare nilotimibpazienti con una storia clinica di patologie
coronariche o con un serio rischio coronarico, €atlaib dovrebbe essere evitato in coloro che
hanno una diminuita funzionalita respiratoria, aseadella possibilita di provocare versamenti
pleurici. Inoltre, sempre piu spesso, viene preseonsiderazione anche la farmaco-economia;
infatti, da fine gennaio 2017 é disponibile IM egplente e c’é quindi una notevole differenza di
prezzo fra questo medicinale e gli inibitori dig€nerazione, fattore che pesa molto quando viene

selezionata una terapia a discapito di un’altra.
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3 - FARMACO-RESISTENZA
La frequenza della CML € in aumento, in quanto Zi@ati in trattamento con inibitori TKI
convivono con quello che viene sempre piu considema disturbo cronico piuttosto che una
malattia potenzialmente letale. E stato stimatopibiedel 25% dei pazienti che faccia uso di un
inibitore lo cambi almeno una volta nel corso dattamento a causa di intolleranze o resistenza
[84]. Le mutazioni presenti sul KD di BCR-ABL somaneccanismo di resistenza piu studiato
nella CML, ma non sono in grado di spiegare il BO&dei casi che insorgono. L’attivazione di
pathway alternativi di sopravvivenza, indipendet@iBCR-ABL, potrebbero essere coinvolti in
guesto meccanismo.
Il National Comprehensive Cancer Netwagkle linee guida dell&European LeukemiaNet
categorizzano le risposte citogenetiche e moleicolargni intervallo come ‘ottimali’, ‘allerta’, o
‘fallimento’. La risposta ottimale é associata athuaspettativa di vita simile a quella della
popolazione generale, mentre il fallimento corrigg® alla resistenza agli inibitori TK e rischio
incrementato di progressione o morte, con richidst&ostituzione del farmaco con un inibitore
piu adatto [66]. Gli obiettivi della terapia sonee,t 1) impedire la trasformazione blastica e
assicurare un'aspettativa di vita normale, 2) eare o ridurre a proporzioni cosi piccole la
popolazione leucemica da consentire al paziensesppendere senza danno la terapia (cosiddetta
guarigione clinica o "treatment-free remission’))a8sicurare una qualita di vita normale. | primi
due obiettivi sono a lungo o lunghissimo termingindi € utile stabilire alcuni obiettivi a breve
termine, che in qualche misura anticipino i ristitidungo termine (la vita e la guarigione) e sian
di aiuto per regolare la terapia nel tempo. Ci sdegli obiettivi "minimi" (o stato di allerta, che
corrispondono alla definizione di "warning" secorduropean LeukemiaNet) e degli obiettivi
"ottimali" (che corrispondono alla definizione disposta ottimale secondo I'European
LeukemiaNet). Se l'obiettivo "minimo" non € ragdimnla terapia deve essere cambiata. Invece,
se I'obiettivo "ottimale" non e raggiunto, la taeapu0 essere mantenuta o puod essere cambiata,
per cercare di ottenere una risposta ottimale,tamatlo i pro e i contro del cambiamento. |
fallimento del trattamento di prima linea puo ess#afinito come il mancato raggiungimento della
CHR/<95% Ph+ ai 3 mesi, quindi non aver raggiuatndposta ematologica e la MMR, del <10%
BCR-ABL/Ph<35% ai 6 mesi 0 <1% BCR-ABL/CCyR ai 12%n(Tab. 1). Questo fenomeno
capita circa nel 25% circa dei pazienti trattatn dM [66], la progressione della patologia agli
stadi AP/BP determina invece I'insuccesso in qugliegnmomento. Il trattamento di seconda linea
viene definito inefficace nel momento in cui, ingsgo ad iniziale risposta, si ha perdita di

beneficio, e la perdita di risposta é rappreserdatia perdita di CCyR, CHR o progressione ad
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AP/BP. Le possibili cause del fallimento terapemutsono molteplici [85]. Una scarsa adesione
alla terapia e fra i motivi piu frequenti di manzauccesso e deve essere seriamente tenuta in
considerazione; le mutazioni su BCR-ABL, che maaifio il legame con la molecola di farmaco
e che alterano direttamente gli aminoacidi presautisito di legame (tipo la T315l, F317L, o
F359C/V) o cambiano indirettamente la conformaziatedla proteina (G250E, Q252H,
E255K/V), sono cruciali per capire se la loro preseinfici 0 meno l'efficacia della terapia e la
conseguente scelta dell'inibitore TK. Altre ragiopiotenziali includono le interazioni
farmacocinetiche, come un metabolismo acceleragb idbitori a causa di induttori degli enzimi
epatici CYP3A4, o I'impiego degli inibitori dellaopnpa protonica che inibiscono I'assorbimento
dei farmaci. Ci sono molti meccanismi che possonovgrare una ridotta concentrazione
dell'inibitore  TK nella cellula nonostante gli adedi livelli plasmatici, come una
sovraespressione delle proteine di efflusso glicgmma-P o ABCG2 (che influenzano imatinib,
dasatinib e nilotinib), o una bassa attivita di QCdhe e richiesta per I'ingresso di IM nella ckju
oppure, I'over-espressione della chinasi Src Lytragerso un meccanismo non ancora del tutto
chiarito [86].

A livello meccanicistico, le resistenze agli intit TK possono essere classificate in base al fatto
che esse siano dipendenti da BCR-ABL o indipend®ila prima categoria fanno parte tutti i
meccanismi che stravolgono [effettiva inibiziondirasica del recettore, come mutazioni
puntiformi nel KD che compromettono il legame cdarimaci o i processi cellulari/biologici che
interferiscono con la disponibilitd degli inibitoFK e portano a concentrazioni non ottimali dei
farmaci al loro target [87]. Al contrario, i mecdésmi indipendenti da BCR-ABL sono mediati
dall'attivazione di pathway di sopravvivenza alegimi che operano in un contesto di effettiva
inibizione del recettore chinasico.

La resistenza clinica manifesta appartiene ad ettede tipologie, anche se la resistenza acquisita
sembra essere piu della prima categoria, mentpeir@aria € soprattutto indipendente da BCR-
ABL [88]. Nella resistenza dipendente da BCR-ABL, raggiungimento o il ripristino
dell'inibizione di BCR-ABL dovrebbe indurre o re@rpre le risposte e lI'approccio piu efficace é
l'utilizzo di un inibitore TK alternativo. Per owiragioni, questa strategia non sara efficace nella

resistenza indipendente da BCR-ABL.
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Tabella 1 -Criteri di risposta secondo la European LeukemigHEN)

TEMPO OTTIMALE ALLERTA FALLIMENTO

Alto rischio, o CCA/Ph+,
percorso principale

BCR-ABL 10% e/o BCR-ABL >10% e/o Ph+ 36-

Baseline NA NA

i - 0,
3 mesi Ph+ 35% 95% Non-CHR e/o Ph+ >95%
- 0, - - 0, -
6 mesi ECR ABL <1% e/o Ph+ §5COE ABL 1-10% e/o Ph+ 1 BCR-ABL >10% e/o Ph+ >35%
12 mesi BCR-ABL 0,1% (per e§ BCR-ABL >0,1-1% (per es. | BCR-ABL >1% e/o Ph+ >0% (per
MMR) perdita di MMR) es. perdita di CCyR)
Perdita di CHR
Perdita di CCyR
In ogni BCR-ABL 0,1% CCA/Ph- (-7, 0 7g-) Perdita confermata di MMR
momento
Mutazioni
CCA/Ph+

2 Abbreviazioni: CCA/Ph+ = anormalita citogenetictienali nelle cellule Ph+; CCA/Ph- = anormalitdogjenetiche
clonali nelle cellule Ph-; CCyR = risposta citogeére completa; MMR = risposta molecolare maggitté; = non
applicabile.

5n due test consecutivi, aimeno uno dei qualiaibiaia il trascritto BCR-ABL 1%

3.1 RESISTENZA DIPENDENTE DA BCR-ABL

A seconda di quale conformazione chinasica ricomuscgli inibitori TK si classificano come
inibitori di tipo 1 o Il (Fig. 13). Tutti gli inibiori del sito attivo sono essenzialmente competitiv
per 'ATP, quelli di Il tipo possono essere consadecome stabilizzatori della conformazione
inattiva dell’enzima, mentre gli inibitori di tipccompetono molto piu direttamente con 'ATP per
il legame con la tasca enzimatica. Fra gli inibifoK approvati, imatinib, nilotinib e ponatinib
sono di tipo Il, mentre dasatinib appartiene alianp categoria e bosutinib ha caratteristiche di
entrambe le tipologie [89,90]. Queste informazi@ano importanti poiché permettono di
prevedere quali tipologie di mutazioni e in che euonconferiscono resistenza ad uno specifico
inibitore. Generalmente, gli inibitori di Il tipcaimno requisiti di legame piu stringenti, sono molto
piu vulnerabili alle mutazioni, ma hanno il vantaggi essere molto selettivi [91]. Viceversa,
quelli di tipo | sono meno sensibili verso il targea piu permissivi alla comparsa di alterazioni

sul sito di legame.
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Figura 13 - Inibitori di tipo | o tipo II.13A ‘DFG in’, conformazione attiva, inibitore di | 1 13B ‘DFG out’,
conformazione inattiva, inibitore di Il tipo

In una percentuale che varia dal 50 al 90%, | pdizede sono stati trattati con IM e hanno avuto
una ricaduta sviluppano mutazioni nel KD [88]. P@igli inibitori TK bloccano I'attivita di BCR-
ABL legando e inattivando I'’ATP-binding loop delmmio chinasico, la presenza di mutazioni
puo conferire resistenza alterando la conformaziomdeica. Questo processo pud prevenire
I'accesso degli inibitori TK alla tasca riducendaffinita di legame, oppure indebolire i legami a
idrogeno necessari per il legame con la molecolafadmaco o mantenere I'A-loop in
conformazione attiva (sfavorita per il legame ditmnibitori TK) [92]. Le sostituzioni puntiformi

a 12 residui (M244, G250, Q252, Y253, E255, V2981 F, T315, F317, M351, F359 e H396)
rappresentano le mutazioni pil comuni associaésiatenza, e si sviluppano piu frequentemente
durante la fase accelerata/blastica rispetto dajasnica [93]. Questo aspetto suggerisce che la
riattivazione del segnale di BCR-ABL sia criticocenferisca un fenotipo clinico aggressivo;
poiché, pero, questo sviluppo non e prevedibiley @aogeneralmente raccomandabile testare i
pazienti per le mutazioni al KD al momento dellagfiosi [66,94]. E interessante notare che la
durata della malattia prima dell'inizio della ter@apon gli inibitori si associ con la frequenzalédel
mutazioni nel KD, a sostegno della teoria che evigeil ruolo dell’auto-mutagenesi indotta da
BCR-ABL [93]. Inoltre, nella fase avanzata della CM'evoluzione citogenetica clonale e |l
numero di mutazioni nel KD sono correlate, suggegoaima relazione temporale fra I'esposizione
non-inibente I'attivita chinasica di BCR-ABL e itafo d’instabilita genomica [92]. Nonostante
le mutazioni puntiformi nel KD dell'oncogene di faee siano fra i meccanismi di resistenza ad
IM fra i piu studiati, queste mutazioni non sorgrantrabili in tutti i tutti i pazienti che sviluppo
resistenza agli inibitori TK [95]. Il fallimento fa risposta ad un determinato inibitore in assenza

di mutazioni sul KD puo far ipotizzare il coinvahlgento di un meccanismo di resistenza
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alternativo dipendente da BCR-ABL (come le pompeftlusso) oppure indipendente dal gene
ibrido. L’aumentata espressione di BCR-ABL mediaataplificazione genica, duplicazione del
cromosoma Ph e differente regolazione della trasere genica e stata dimostrata nei pazienti,
ma la sua relazione con la resistenza clinica atqué meno certa rispetto ai casi in cui sono
presenti le mutazioni nel KD [96]. L’incapacita il di legare BCR-ABL mutato ha dato lo
slancio per lo sviluppo degli inibitori di 2° gemgione dasatinib, nilotinib. Questi inibitori TK
sono in grado di superare la resistenza ad IM dete/dalla presenza di mutazioni puntiformi
mediante un’affinita di legame con BCR-ABL noteveinte maggiore rispetto ad IM; tuttavia,
un’eccezione € rappresentata dalla mutazione T8#hhita “gate-keeper”, che conferisce
resistenza anche agli inibitori di 2° generaziore 97].

Poiché gli inibitori TK sono somministrati oralmentla loro biodisponibilita dipende
dall'assorbimento gastrointestinale, dal metabadisdh primo passaggio e dalle pompe di
influsso/efflusso cellulare. Ne consegue che, rasocsiano presenti variazioni nei geni che
regolano il metabolismo, si avranno ripercussiatiasfarmacocinetica e la farmacodinamica del

farmaco [60].

3.2 GENI DEL PROCESSO ADME
3.2.2 GENI DEL METABOLISMO
- CITOCROMO P450

Il complesso del citocromo P450 e il maggior regadniie del metabolismo primario degli inibitori

TK; l'isoforma 3A4 ¢ il principale enzima coinvoltma intervengono anche il CYP3A5, CYP2C8
e CYP2D6 [98]. IM viene convertito nel metabolitaingipale N-demetil-imatinib, che e
farmacologicamente attivo, ma 3-4 volte meno césimo di IM [99]. Studi recenti hanno
dimostrato che, durante il trattamento con IM, aium’auto-inibizione di CYP3A4 ad opera del
farmaco stesso, che viene in parte superata mediariervento di CYP2C8 [100]. Alcuni studi
hanno preso in considerazione il ruolo dei polinsonf sulle isoforme del citocrom@YP450
rispetto agli outcome clinici. La presenza del dggmoGG suCYP3A5*3e significativamente
associato con un’alta concentrazione plasmaticanomaci sono ripercussioni a livello di esito
clinico; i portatori del genotipo 15631 GG/TT &Y P2B6hanno una perdita di CHR maggiore
rispetto al genotipo etero, mentre la CCyR e maggiel modello dominante GG/GT rispetto al
recessivo TT. Inoltre, la resistenza citogenetigearia € risultata maggiore in soggetti con la
variante wild-type (WT) o mutata rispetto agli etemal contrario della comparsa di effetti
collaterali, che era piu frequente nei GG rispeit&T/TT [101]. CYP3A4 é anche il principale

metabolizzatore di dasatinib e nilotinib, con ihpo inibitore TK che funge da agente competitivo
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per CYP3A4 e CYP2C8, mentre nilotinib ha un’atéwiti blocco su CYP3A4, CYP2CS8, CYP2C9
e CYP2D6 [102].
-UGT1A1
Un altro aspetto che coinvolge il metabolismo daglbitori TK riguarda il processo di
glucuronidazione del metabolita attivo in uno inatte facilmente eliminabile. La reazione é
catalizzata dall’enzima uridina difosfato glucursitivasferasi (UGT1A1l), che trasforma piccole
molecole lipofile, fra cui anche gli inibitori, nebrrispondenti derivati solubili in acqua. Questo
enzima coniuga il gluconato con la bilirubina umaria presenza di mutazioni nella sua struttura
puo associarsi a rischio di iperbilirubinemia nazienti trattati con inibitori TK [103].

3.2.2 GENI ADIBITI AL TRASPORTO DI FARMACI
La concentrazione intracellulare del farmaco digeddll'ingresso e dall’efflusso dello stesso
attraverso le proteine trasportatrici transmemhraB£B1 (0 MDR o P-GP) e ABCG2 (BCRP2),

membri della famiglia di proteine multidrug-resista ATP-binding cassette (MDR-ABC), sono
mediatori chiave dell’efflusso attivo del farmaciDf] e i polimorfismi presenti su questi geni
sono utili marcatori predittivi per la rispostatedttamento. Studi clinici hanno dimostrato che i
livelli di espressione di ABCB1 sono elevati negfiadi avanzati di CML e I'alta espressione di
ABCBL1 e associata con un basso livello di MMR e saituppo di resistenza ad IM [105,106].
STRUTTURA-FUNZIONI-GENERALITA:

| trasportatori ATP-binding cassette (ABC) sono wuperfamiglia di proteine integrali di
membrana espresse in tutti gli organismi viventhe utilizzano I'energia creata idrolizzando
'ATP per permettere il trasporto, attraverso lenmbeane di cellule e organelli citosolici, di una
vasta gamma di substrati [107]. Queste proteinsqusessere di efflusso o di uptake a seconda
che favoriscano il passaggio dei composti all'esiar verso l'interno della membrana. Nel'uomo
perd, come in tutti gli organismi eucarioti, esigicgolo le ABC di efflusso, che hanno quindi un
meccanismo unidirezionale che gli permette di spest substrati dagli organelli - reticolo
endoplasmatico, mitocondri e perossisomi - al ¢it®ma e da questo allo spazio extracellulare
(Fig. 14) [108]. Le proteine ABC si possono trova@prattutto a livello di fegato, intestino,
barriere emato-encefalica ed emato-testicolare erplacenta, e trasportano una vasta quantita di
molecole, come zuccheri, peptidi, ioni metalli@pgposti idrofobici e metaboliti necessari per il

sostentamento delle cellule [109].
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Figura 14 - Meccanismo d’azione dei trasportatori ABC umani

La struttura base che definisce i membri di quéstaglia di proteine € data dalla combinazione
di domini ATP- binding e transmembrana. Nell’'uorggproteine ABC presentano quattro domini:
due transmembrana (TMD: Transmembrane Domain)taesti la via di passaggio, e due
citoplasmatici in grado di legare ATP (NBD: Nuclelet Binding Domain) (Fig. 15) [110]. Le
proteine ABC possono essere strutturalmente cleatafin trasportatori pieni, formati dai quattro
domini presenti all'interno di una catena polipdist, oppure in emi-trasportatori che presentano
una catena polipeptidica contenente un solo TM salo NBD citosolico. In quest'ultimo caso,

I trasportatori ABC diventano funzionalmente congoéit solo dopo aver subito dimerizzazione,

con un’associazione tra le due catene di tipo ti@ms [111].

Figura 15 - Struttura di un trasportatore ABC e meccanismaeitura/chiusural5A Rappresentazione con
eliche;15B Rappresentazione schematica

- ABCB1

Nello studio condotto da Gurney e collaboratorisgtate analizzate le associazioni fra le tre
varianti piu frequenti dABCBJ, 1236 T>C, 2677 G>T/A and 3435 C>T, e la clearatid®l in
pazienti affetti da CML o tumori stromali gastrastinali (GIST). La riduzione della clearance &
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minore se i pazienti hanno il genotipo TT in tudtée le varianti [112]. In particolare, mediante
altri studi, é stato dimostrato che i pazienti d@36TT o 2677TT/TA raggiungono un valore di
MMR significativamente maggiore [113], risultatirpelmente in contrasto con quanto trovato da
Deenik e coll. che affermano che 1236CT/TT, 3438T2677TT siano associati con bassa CMR
e MMR [114]. Nonostante i risultati non siano aracetati confermati all’'unanimita, i ricercatori
sono concordi nell’attribuire enorme importanzalieelli di espressione di ABCB1 per la
responsivita nei confronti di IM, e supportano &aessita di monitorarli come marcatori precoci
di risposta nei pazienti affetti da CML e in trat@anto con IM [105,106].

- ABCG2

Imatinib, nilotinib e dasatinib hanno dimostratoedisere substrati con una notevole affinita per
ABCG2. Studiin vitro hanno mostrato che la sovraespressione di quesg g accompagna con
un’elevata resistenza ad IM, nilotinib e dasatii@@]. Nonostante tutti gli inibitori TK possano
inibire I'attivita di ABCG2 ad alte dosi, l'inibitee di 3° generazione ponatinib non influenza
I'espressione di ABCB1 né di ABCG2 [115]. E staimdstrato che i livelli di espressione di
ABCG2 sono piu alti in pazienti resistenti ad INhecoloro che non hanno mai raggiunto la MMR
[116]. Sono state inoltre valutate due variantjukésto gene: 34 G>A e 421 C>A, ed e stato trovato
che il diplotipo 34AA-421AA si associa ad una miglrisposta ad IM, mentre la variante 421A e
correlata a piu alte MMR e CCyR [117].

- SLC22A1

L'uptake intracellulare attivo degli inibitori TK@ntrollato dall’attivita delle proteine di inflas,
come il membro della famiglia di trasportatori diwgi SLC22A1 (o OCT1). Questa proteina puo
legare IM, ma le variazioni nei suoi livelli di @ggsione possono essere 0 meno associate con la
risposta al trattamento [118]. Secondo stadiitro, 'uptake di IM non dipende dall’espressione
di SLC22A1 ma, dall’altro lato, I'attivita di OCTdembra essere un ottimo predittore della risposta
ad IM e della MMR [119].

- TRASPORTATORI ALTERNATIVI

In aggiunta alle pompe di influsso/efflusso prireadi sono altri trasportatori transmembrana che
possono introdurre variabilita nella risposta agibitori TK, come il trasportatore di influsso
SLCO1B3, SLCO1A2 e OCTNL1, e quelli di efflusso ABE& ABCC4. Il motivo per cui €
importante analizzare ulteriori trasportatori dardai risultati spesso conflittuali ottenuti netsm

dei vari progetti realizzati; infatti, nonostanta shiara I'importanza di questi geni nell’evenwial
rispsota agli inibitori TK, spesso gli studi sorealizzati solan vitro o in coorti di pazienti di
piccole dimensioni che ne limitano la potenza sta@, rendendo necessari ulteriori

approfondimenti [120].
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3.3 RESISTENZA INDIPENDENTE DA BCR-ABL
Per tutti i pazienti che sono risultati resistaitirattamento con gli inibitori TK, ma non hanno
mutazioni evidenti su BCR-ABL, numerosi studi hamnostrato che i pathway disposti a valle di
BCR-ABL possono compensare la perdita dell’attidighrecettore chinasico di fusione e possono
essere responsabili della resistenza acquisitéeaipia. Il principale razionale alla base di qaes
ipotesi deriva da uno studio precoce che ha ossetagresenza di una popolazione di cellule
staminali progenitori di CD34resistenti ad IM nel sangue dei pazienti [121]ck#ule staminali
CD34" di CML sono differenti dalle normali staminali Heto profilo molecolare e trascrittomico
[122], ed il trattamento con IM non € in grado liingnare totalmente questo ceppo di cellule, cosi
come falliscono anche gli inibitori di 2° generamg123].

3.3.1KIT eHIF1A
Il proto-oncogeneKIT (noto anche com&CFR CD117 o c-KIT) codifica per un recettore di

citochine di superficie delle cellule staminali @éogoietiche, che viene attivato in diversi tipi di
cancro e regola la proliferazione cellulare, ifelienziamento e la migrazione. Le cellule di CML
Ph+ hanno elevata espressione di KIT ed e statosiiato che IM e nilotinib legano e bloccano
direttamente l'attivita di KIT, ma l'efficienza diibizione delle cellule di CML CD34con KIT
elevato puo variare notevolmente da un farmacaltaty [124]. Inoltre, il completo arresto di KIT
sembra essere necessario per indurre I'apoptos ogllule CD34 dopo l'inibizione di BCR-
ABL. Questi risultati fanno ipotizzare che l'attgiane di KIT possa influenza la risposta
terapeutica agli inibitori TK, ma gli studi sullaML e KIT sono al momento ancora agli albori e
necessitano di ulteriori approfondimenti [60]. Ut target attivati da KIT, il fattore linducibile
con lipossia (HIF1A), € un fattore di trascriziombe regola la risposta all’ipossia. La sua
sovraespressione € associata con differenti tigwlagnorali, con influenza su metabolismo
cellulare, sopravvivenza ed invasione. In assennautbzioni su BCR-ABL, le cellule di CML
Ph+ resistenti ad IM hanno mostrato un’alta esprassdi HIF1A, suggerendo l'ipotesi che
lattivita di HIFLA possa sostenere i progenitoelld cellule leucemiche e permetterne la
sopravvivenza all'interno del microambiente iposgiel midollo osseo [125].

3.3.2 PATHWAY DI SEGNALAZIONE A VALLE
Molti studi focalizzatisi sui meccanismi dell’onaatesi della CML sono concordi nell’affermare
che i pathway di segnalazione PI3K/AKT/mTOR, p38/RKAe STATS5, a valle di BCR-ABL,

sono attivati [60]. Questi studi hanno dimostrate ¢ pathway non solo mediano l'effetto

dell'attivazione di BCR-ABL, ma la loro inibizione necessaria per controllare la crescita e la
proliferazione delle cellule di CML. Lo studio casttb da Jilani e colleghi ha mostrato che i

pazienti resistenti hanno livelli significativamenpiu bassi di BCR-ABL, diCRKL (proto-
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oncogene CRK-simile) e i livelli di fosforilaziortk AKT [126], suggerendo la presenza di vie di
trasduzione alternative che possono attivarsi reigmte refrattari alla terapia, indipendenti
dall'attivazione del recettore ibrido. Stugh vitro hanno inoltre dimostrato che, in pazienti
resistenti agli inibitori TK, & possibile lo svilpp di mutazioni che attivino costitutivamente il
pathway PI3K/AKT, e la co-inibizione dei segnali &I3K/AKT e di MAPK comporta
un’eliminazione significativamente amplificata dprogenitori delle cellule CD34[127].
Recentemente e stato dimostrato che i livelli gressione di STAT5 sono aumentati nei pazienti
trattati con IM, percio, la selezione di cloni cddlri che esprimono eccessivamente STAT5
potrebbe essere un meccanismo di resistenza dequisi pazienti Ph+ che inizialmente
rispondevano al trattamento con gli inibitori [12&ltri studi recenti hanno riportato che
I'inibizione del segnale Jak/STAT, sia mediantenpiiego di inibitori di JAK, sia attraverso |l
blocco di STAT5A e STAT5B, incrementa significatimante la responsivita ad IM nelle cellule
CML Ph+ e alla chemioterapia nelle cellule resisten

Il trattamento della CML ha subito un notevole massavanti in seguito all'introduzione degli
inibitori TK, ma, nonostante questo, la resisteataricadute inficiano parte degli ottimi risuitat
ottenuti. Numerosi varianti germinali possono iefizare I'efficacia della terapia target nei
pazienti con CML, sia quelle presenti sui geni golti nel metabolismo e nel trasporto dei
farmaci, sia quelle presenti sul gene bersagli@lti®, € possibile si attivino pathway di
segnalazione compensatori a valle di BCR-ABL ch@u@mzano il successo terapeutico. Ai
pazienti con CML, nella routine diagnostica, noena eseguito profiling per varianti genetiche
per predire l'efficacia del trattamento, sopratiyterché la maggioranza dei risultati riportati fa
riferimento a studi clinici condotti su piccola kaPercio, per ottenere dei biomarcatori clinici
affidabili, & richiesta una validazione in studalizzati su larga scala, e i pazienti che ricevono
come trattamento gli inibitori TK dovrebbero essarenitorati nel lungo tempo in modo da

osservare, e comprendere, come varia il loro gertamarale in risposta alla terapia.
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FARMACOGENETICA, FARMACOGENOMICA ED
EPIGENETICA

Le strategie antitumorali si sono evolute molto oaiso delle ultime decadi per soddisfare le
nuove tecnologie e le piu recenti opzioni terapdgi che sono state sviluppate in risposta
all’'ampia variabilita ed eterogeneita degli outcomee pazienti presentanti caratteristiche clinico-
patologiche simili [129]. In molti casi, pazientattati con lo stesso regime terapeutico ottengono
significative differenze nella risposta al farmaeonella sopravvivenza, percio, le strategie
tradizionali che si basano solo sui fattori cliristopatologici della patologia o su quelli
ambientali quali sesso ed eta, non sono poi efffparctutti i malati [130]. Con I'evoluzione delle
tecnologie in grado di analizzare I'intero genoméa goossibilita di svolger@igh-throughput
screening genetici, e stato ampiamente dimostrato che il engk genetico dell'individuo
influenza la risposta ai farmaci. Questo nuovorggse ha come conseguenza un notevole
incremento di studi focalizzati sul ruolo dellafercogenetica e della farmacogenomica nel
trattamento dei tumori [131,132]. La farmacogen@n& una scienza che sta rapidamente
prendendo piede e che studia come l'interazionia dehetica dell’individuo con la farmacologia
molecolare determini il contributo delle variazig@netiche inter-individuali sull’esito clinico e

la risposta ad un trattamento farmacologico [188jizzando il profilo genomico di un paziente
per chiarire le determinanti rilevanti per il prese ADMET (assorbimento, distribuzione,
metabolismo, escrezione, tossicologia) del farm@aper la risposta alla terapia, potrebbe essere
possibile sviluppare trattamenti piu sicuri e pificaci [134]. L'idea alla base é che la scelta del
farmaco possa essere eseguita bilanciando la plitdalb cura contro la possibile insorgenza di
effetti avversi, basandosi sulle caratteristicheegiehe individuali. | profili genomici dei pazient
possono inoltre suggerire quali siano le terapicdrso effetto, ma associate ad un alto rischio di
sviluppare effetti avversi in quel particolare sgtuppo di pazienti [135]. Con il rapido sviluppo
di nuove tecnologie nel campo dalofiling genomico, € possibile esaminare efficacemente le
varianti presenti nellintero genoma, mediante stiidassociazionggenome wideg(GWAS),
testando e analizzando qualche milione di marcajerietici per ogni paziente, al fine di
determinare le associazioni fra queste varianti particolare fenotipo di interesse [136]. Gli stud
GWAS sono indagini sistematiche e potenziate came®no le relazioni fra le variazioni comuni
nelle sequenze genomiche e la predisposizionelialese patologie a livello dell'intero genoma.
La capacita di realizzare questa tipologia di shadavuto come risultato quello di comprendere
le basi genetiche dei comuni fenotipi di importat@a@medica, come diabete, asma e alcune

tipologie di tumori [136]. La farmacogenetica pussere, quindi, definita come lo studio dei fattori
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genetici che possono influenzare la risposta alaftamento in un paziente, infatti, essa consiste
nell'analisi delle basi genetiche delle differemedia risposta al farmaco. In particolare, si ogup
delle variazioni nella sequenza nucleotidica in apau specifici geni, mentre la farmacogenomica
prende in considerazione l'intero genoma e le simteiali associazioni con i diversi fenotipi
farmacologici. Grazie allo sviluppo di una tecnaéogenomica, € stato possibile elaborare un
approccio genetico da genotipo a fenotipo, analidaa polimorfismi genetici, considerati il punto
di partenza per la valutazione di come la varitbijenomica si traduca in differenziamento
fenotipico [137]. Ciascun individuo differisce dagltri approssimativamente ogni 300-1.000
nucleotidi, con un totale stimato di 10 milionigdilimorfismi a singolo nucleotide (SNP, che sono
sostituzioni di singole paia di basi riscontraten amna frequenza, rispetto alla popolazione
generale, maggiore o uguale all’1%), aplotipi @lowutazioni ereditabili, alterazioni cromosomali
e migliaia di variazioni nel numero di copie di gé8NV) [60]. La risposta al farmaco risulta
quindi associata ad un fenotipo gene-ambiente, queésto ne consegue che I'outcome di un
individuo dipende dalla complessa relazione treofambientali e genetici. La variazione nella
risposta potrebbe percid essere causata da madditibientali e genetiche, o da entrambe [138].
Grazie a questa nuova consapevolezza, si possttanege basi per la futura identificazione di
nuovi target farmacologici e dei corrispondenti viudarmaci. In questo contesto, la
farmacogenetica permette di individuare gruppiatiienti con una piu alta o bassa probabilita di
rispondere ad un determinato trattamento, mentréalmmacogenomica ha come obiettivo
I'identificazione di nuovi bersagli molecolari. biegrazione e lo sviluppo delle due discipline
permette di impiegare un farmaco in una popolazisekezionata e ristretta definendone i
parametri di risposta positivi e minimizzando ldlgypo di eventi avversi in pazienti che non ne
trarrebbero alcun beneficio, promuovendo un aggmshto del dosaggio farmacologico
genotipo-specifico [139]. Esaminare ed identificeiedtori genetici sia somatici sia germinali che
influenzano la sensibilita ai farmaci € importarger ottenere informazioni prognostiche,
prevedere I'outcome di un trattamento e migliod&#icacia e la sicurezza di un farmaco per |l
benessere dei pazienti [60]. In seguito allinsomgedi effetti non specifici dovuti all'impiego di
agenti chemioterapici citotossici con uno stretidice terapeutico, I'approccio farmacogenetico
ha acquisito sempre maggior rilevanza in moltithraenti. Soprattutto, 'importanza di questo
metodo diventa fondamentale nei casi in cui i patzieon rispondono, sviluppano resistenza o
vanno incontro all'insorgenza di effetti avversiamaco [33]. Il progresso nella conoscenza dei
complessi scambi fra le mutazioni puntiformi, leeabzioni cromosomiche e i cambiamenti
epigenetici che avvengono nel processo multi-stdfa @arcinogenesi rappresenta un notevole

aiuto per la nuova classificazione molecolare deidri [140]. Molti studi stanno cercando di

32



validare i biomarcatori epigenetici responsabilialésposta terapeutica e che, se combinati con
le mutazioni geniche dei pazienti, lo stato diahdita cromosomica (CIN) e dei microsatelliti
(MSI), e la caratterizzazione clinica del tumoresgono aiutare a definire quegli individui che
possono realmente trarre benefici dall'impiego wh wleterminata cura [140]. In modo analogo,
integrando i dati provenienti dai trial attivi e fiase di avviamento con gli stuidi vitro volti a
determinare su scala genomica i pathway epigenesisponsabili dell’acquisizione della
resistenza tumorale, si potrebbe arrivare all'idieazione dei target piu promettenti e allo
sviluppo o di nuove strategie o di composti cheicaho la tossicita e ottimizzino la risposta
cellulare al trattamento, con la speranza che alduessi possano arricchire I'armamentario
terapeutico ad oggi disponibile per il paziente.

Parlando di farmacogenetica, un capitolo di grantkresse va dedicato a quelle modificazioni
genetiche, citogenetiche ed epigenetiche che awvendurante il processo di transizione dalla
lesione precancerosa a patologia conclamata, sasedriver dell’acquisizione del fenotipo
tumorale step-by-step, 0 siano esse risultanti wstp meccanismo [141,142]. L'epigenetica
riguarda lo studio dei cambiamenti ereditabili esipressione genica che non derivano da
alterazioni nella sequenza nucleotidica del DNARawealisi di centinaia di geni che modificano i
livelli della loro espressione durante la carcinueg@ come una conseguenza degli eventi
epigenetici che includono variazioni nei livelli ahietilazione del DNA, cambiamenti nelle code
istoniche e rimodellamento cromatinico, oppurerfietenze nei meccanismi mediati da molecole
di RNA non codificante (Fig. 16) [142,143]. Alcudi questi marcatori epigenetici stanno
acquisendo notevole rilevanza nella routine clinbcane potenziali biomarcatori di risposta
terapeutica, e quindi la ‘farmaco-epigenetica’ diado studio delle basi epigenetiche responsabili
di variazioni nella risposta ad una terapia [144bltre, le modificazioni epigenetiche sono
reversibili, quindi la ricerca sugli effetti benafdei farmaci epigenetici (‘epi-farmaci’), da soli

in combinazione con le terapie standard, € un aegdonassolutamente attuale nella cura
antitumorale [140]. | meccanismi epigenetici in@ad tre principali pathway molecolari:
metilazione del DNA, modificazioni delle code isikcme (acetilazione e deacetilazione) e
regolazione dell’espressione genica mediata daliRNI5]. Molti farmaci, definiti appunto epi-
farmaci, sono in grado di inibire l'attivita degihzimi che aggiungono o rimuovono i marcatori

epigenetici.
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Figura 16 - Processi epigenetici: metilazione del DNA, modifioni code istoniche e riarrangiamento cromatinico
regolazione miRNA

1 - METILAZIONE DEL DNA
Il potenziale contributo dei cambiamenti epigengtpecialmente la metilazione del DNA, alla
progressione della CML non sono stati ancora amgidenanalizzati. La metilazione del DNA é
fisiologicamente necessaria per lo sviluppo emltai@nper il differenziamento cellulare, per
l'inattivazione del cromosoma X, per I'imprintinggomico, la repressione degli elementi ripetuti
e per il mantenimento dell'identita cellulare [140h metilazione gioca un ruolo cruciale per la
stabilita cromosomale e influenza le interazionicrematina-eterocromatina. Il grado di
metilazione delle isole CpG della regione regolatdrun gene e associato ai livelli di trascrizon
di quel gene: l'ipometilazione favorisce in genere aumento dell’espressione genica, mentre
I'ipermetilazione si associa al silenziamento denig(il contrario di quello che succede nella
metilazione degli istoni). Esiste naturalmente @&ncgha variabilita genetica tra gli individui che
riguarda la densita dei siti CpG, e che quindiuefiza i potenziali livelli di metilazione, con
conseguente effetto sulle attivita regolatoriegdmii di riferimento. Una metilazione aberrante del

DNA e stata identificata in molte patologie ematefiohe, fra cui la CML; inoltre, & stato
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osservato che I'ipermetilazione di alcuni geni augpressori (TGS) e coinvolta non solo nella
patogenesi, ma anche nella progressione della CIMG][ | tumori umani sono caratterizzati da
una globale perdita di metilazione del DNA ass@ced una ipermetilazione dei promotori che
comporta un silenziamento dei geni correlati [14Kprmalmente, l'ipermetilazione e |l
silenziamento riguardano regioni contenenti elemempetitivi, che risultano invece
sostanzialmente demetilati nelle cellule canceft4&]; mentre i geni oncosoppressori e quelli
addetti alla riparazione del DNA sono silenziathd@permetilazione dei promotori, € possono
inficiare la risposta tumorale ai farmaci anti-can{l42]. Studi epidemiologici sono riusciti a
correlare le variazioni epigenetiche con i fateonbientali e hanno identificato alcuni biomarcatori
diagnostici e prognostici che possono essere apliella routine clinica; in particolare,
I'epidemiologia epigenetica studia le alteraziomi tratti epigenetici e il rischio di sviluppare
patologie nella popolazione [148]. Nel genoma dammiferi, le citochine presenti nei siti CpG
sono le principali target di questo processo dilagone. Lungo il genoma, distribuite in modo
disomogeneo, si trovano sequenze dinucleotidichasi@a-Guanina (CpG, dove p € la molecola
di fosfato che lega le due basi per formare, insialfo zucchero desossiribosio, la struttura eatern
del DNA) che sono il target della metilazione d&l& Le zone di DNA con un’elevata densita
di siti CpG, piccole regioni di circa 0,5-2 kb dinghezza, sono chiamate isole CpG e sono
localizzate generalmente nelle regioni regolatdrigeni costitutivi (housekeeping) e di geni con
espressione tessuto-specifica [149]. Queste sezidrovano per il 60% nei promotori dei geni
umani e meno frequentemente nel corpo dei genille negioni intergeniche. La metilazione
consiste nell’aggiunta di un gruppo metile allasiba delle isole CpG ad opera della famiglia di
enzimi DNA metiltrasferasi (DNMT). La famiglia delIDNMT comprende principalmente due
tipi di enzimi: la DNMT1 che riconosce in modo siheo i siti di metilazione in un emi-filamento
di DNA e li copia sul filamento figlio durante laplicazione, garantendo la fedelta nel profilo di
metilazione durante la mitosi; le DNMT3a e 3b cbhasimplicate invece nella metilazione “de
novo” che avviene durante lo sviluppo embrionaldueante la differenziazione cellulare. I
silenziamento della trascrizione genica & associatola metilazione dei siti CpG e le isole sono
localizzate vicino ai siti di inizio della trasciane (TSS) dei geni [149]. Nelle cellule tumorali,
gueste regioni possono essere spesso metilatkamdo in un blocco della trascrizione ad opera
di molti geni associati con il cancro [150,151].che se la metilazione dei siti contenuti nel corpo
dei geni puo contribuire al tumore causando mutazgomatiche e germinali, la funzione della
metilazione delle CpG intergeniche non e ancorgasteel tutto compresa. Poiché questa
trasformazione é reversibile, i geni metilati possessere nuovamente espressi mediante I'uso di

inibitori delle DNMT, come, per esempio, la 5azad®ossicitidina (Aza-dC) [152]. Inoltre, questi
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inibitori, utilizzati con gli inibitori delle istoa-deacetilasi (come la Tricostatina A, TSA), agigco
sinergicamente sulla ri-espressione genica. Questpo ha il potenziale di portare benefici ai
pazienti attraverso l'identificazione di biomaraatdiagnostici che permettano la rilevazione
tempestiva della malattia e dei marcatori progeostili per la scelta delle strategie di trattanten
piu indicate [148]. A questo proposito, il fenotigbmetilazione delle isole CpG (CIMP) e stato
ritrovato in molte patologie umane e caratterizea gottocategoria di tumori presentanti una
ipermetilazione di multiple isole CpG, suggerendmme un pathway distintivo per il carcinoma.
Inoltre, il CIMP risulta fortemente associato ctsito clinico, permettendo quasi di paragonarlo
ad un biomarcatore predittivo La metilazione e arerata biologicamente importante nella
patogenesi di molte patologie maligne, percio eeasimente importante studiare il metiloma
(profilo di metilazione del DNA) nei pazienti affetla CML sia alla diagnosi sia con il progredire
della malattia [153].

2 - MODIFICAZIONI DELLE CODE ISTONICHE
Modificazioni post-trascrizionali sui residui deld®de istoniche dei nucleosomi permettono il
rilassamento cromatinico e la sua condensazionguesto consente sia una regolazione
dell’espressione genica, la replicazione del DNAjaeprocessi di ricombinazione e riparazione
[154]. L’acetilazione e la metilazione sono due mhamcipali marcatori epigenetici; I'acetilazione
dei residui di lisina sulla coda istonica compout@apertura della struttura cromatinica che
consente la trascrizione mentre, al contrario, Ua deacetilazione mediata dalle deacetilasi
(HDAC) fa si che si ottenga condensazione dellenata [155]. La metilazione puo avvenire sia
a livello dei residui della lisina sia dell'argimmel core degli istoni H3 e H4; € un processo
mediato dalle metiltrasferasi lisiniche (HMT) o daelle proteiche argininiche (PRMT) e puo
essere accompagnato da condensamento o rilassacrentatinico. Infatti, per esempio, la
trimetilazione della lisina 4 di H3 (H3K4me3) e asigita ad attivazione della trascrizione, mentre
la trimetilazione della lisina 9, sempre su H3 (HB#e3) e quella della lisina 27 (H3K27me3)
sono fattori repressivi [155]. Le modificazioni pgiche sono meno stabili rispetto alla metilazione

del DNA, quindi risultano meno adatti ad esserkzati come biomarcatori per il cancro [156].

3 - MOLECOLE DI RNA NON CODIFICANTE
Molte classi di RNA non codificanti, in cui sonoropresi miRNA (miRNA) e lunghi RNA non
codificanti (INcRNA), regolano i livelli di esprassie dei geni e sono considerati fattori epigemetic
[157,158]. Gli RNA non codificanti circolanti sostati il focus dei numerosi sforzi effettuati negli

ultimi anni per la ricerca di biomarcatori tumoraliper la comprensione di come avviene la
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modulazione della risposta ai trattamenti [157, 1BR]ltre, moltissimi miRNA sono stati associati

alla resistenza ai chemioterapici standard [159].

3.1 ORIGINI E FUNZIONI
Si deve a Victor Ambros, Rosalind Lee e Rhonda lfaim la scoperta, nel 1993, del primo
MiRNA codificato dal locus lin-4 del nemato@aenorhabditis elegansssociato al tempo di
sviluppo attraverso la modulazione della proteingal¥4 [160]. | miIRNA sono molecole di RNA
non codificante (Fig. 17) di circa 18-24 nucleotidicui regolazione é implicata in numerosi
processi fisiologici tra cui lo sviluppo, la praifzione, il differenziamento, I'apoptosi e la
risposta a segnali extracellulari e di stress. Rireente, queste piccole molecole sono diventante
oggetto di studio piu approfondito in quanto présea un ruolo chiave come modulatori
dell’'espressione genica e percio possono essearttagirente implicati in molteplici malattie, tra
cui il cancro. | geni che codificano per i miRNAppmesentano approssimativamente 1'1% del
genoma delle differenti specie, e ognuno di esssigole sequenze conservate o non conservate in
centinaia di differenti geni bersaglio: & statonstio infatti che circa il 30% dei geni sia regolato
da almeno un miRNA. E stata inoltre riportata larelazione tra le posizioni genomiche di un
largo numero di miRNA e regioni tumore-associaté1]1 Circa il 20% dei miRNA é stato
associato a siti fragili del genoma umano cher@volta, sono correlati con 'instabilita del DNA
nelle cellule cancerose. Infatti, i siti fragilirsm siti preferenziali per scambi di cromatidi fthte
traslocazioni, delezioni, amplificazioni o integi@a di virus associati a tumori come I'HPV.
Oltre all'associazione con i siti fragili, i geneidmiRNA possono essere coinvolti nel processo di
tumorigenesi attraverso altri meccanismi, qualiamigni puntiformi, delezioni, amplificazioni,
traslocazioni o modificazioni epigenetiche. L’eféeglobale in caso di inattivazione di un miRNA
sara la sovraespressione dei suoi geni targetren@rgua attivazione portera alla sottoespressione
di centinaia di geni bersaglio. Qualora i geni ¢ardei miRNA deregolati siano coinvolti nella
regolazione di importanti processi biologici compoptosi, ciclo cellulare, invasivita od
angiogenesi, vi sara un aumentato rischio di deesocontrollata e di sviluppo dei tumori. In
aggiunta, essendo un singolo miRNA in grado di lagd’espressione genica di centinaia di geni
bersaglio, la sua alterata espressione cellulareenaoalla deregolazione di numerosi pathway
molecolari che potrebbero contribuire, separataeentsinergicamente, all'instaurarsi di un
fenotipo cellulare di natura maligna. Inoltre, franiRNA analizzati, moltissimi sono stati
individuati all'interno di regioni genomiche assate al cancro (CAGR), tra cui regioni minime
di perdita di eterozigosi (LOH), nelle quali someduentemente presenti geni oncosoppressori, o

regioni minime di amplificazione, dove sono spdssalizzati gli oncogeni.
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La correlazione fra I'espressione genica a livgdlost-trascrizionale e il miRNA é di tipo
inversamente proporzionale [162]. La maggior pal@e geni che codifica per i miRNA ha
isoforme multiple paraloghe, e in genere presengasequenza identica nella porzione 5’ relativa
alle posizioni nucleotidiche 2-7, definitaé¢ed sequentefondamentale per I'appaiamento con
I’'mMRNA. Nonostante cio, miRNA con stesseed sequengeossono avere ruoli differenti in vivo
in quanto anche la porzione 3’ € importante peccligppiamento con 'mRNA target [163]. |
mMiRNA possono essere generati da unita trascriliiooa codificanti, possono trovarsi all’interno
di sequenze codificanti proteine, e localizzarai isi regioni introniche non codificanti, sia in

regioni esoniche.

Figura 17 - Struttura stem-loop del miRNA

3.2 BIOGENESI E MATURAZIONE

La trascrizione dei miRNA avviene principalmente ppera della RNA polimerasi Il e, per un
numero minore di miRNA, mediante I'intervento deRBIA polimerasi lll, fattore che garantisce
una fine regolazione della trascrizione genica .(Aif). La polimerasi lega un promotore
localizzato vicino alla sequenza codificante, sirfa un trascritto che in seguito subiseg@ping

su 5’, poliadenilazione su 3’ e infirmplicing [164]. Il prodotto di questo processo € chiamato
primary miRNA (pri-miRNA), della lunghezza di 1-bke pud avere due diverse origini: alcuni
sono introni derivanti dalleplicingdi un mRNA, mentre gli altri sono trascritti a pa dai propri
promotori [165]. | pri-miRNA, avendo struttura angolo filamento, si ripiegano per formare una
doppia elica (conformazione stem-loop) appaian@sequenze complementari. In seguito,
all'interno del nucleo, il pri-miRNA viene processada un complesso proteico chiamato
microprocessore e costituito da una RNasi di tipachiamata Drosha, che dimerizza con la
proteina DGCRS. Il prodotto di questo processofinite pre-miRNA ed e costituito da circa 70-
100 nucleotidi [166]. Successivamente, queste mdecengono trasportate fuori dal nucleo
mediante il trasporto attivo dell’Esportina 5. Uradta giunto nel citoplasma, il pre-miRNA viene
tagliato dalla RNasi Ill Dicer la quale genera uNARa doppio filamento (dsRNA) di circa 22
nucleotidi chiamato dsmiR/miR*. Questa piccola sswma viene poi legata alla proteina

Argonauta (AGO) ed incorporata nel complesso peot&ISC (RNA-induced silencing complex)
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all'interno del quale un filamento diventera il NNR maturo. Quest’ultimo rimane legato ad

AGO, mentre l'altro filamento sara sottoposto arddgzione da parte di alcune elicasi [167].

Figura 18 - Meccanismo di biogenesi, maturazione e processazienmiRNA, e appaiamento con 'mRNA
bersaglio

Il complesso proteico RISC-miRNA maturo si legaeggenze complementari sulla regione
3'UTR di RNA messaggeri e ne regola I'espressicgr@aa a livello post-trascrizionale attraverso
due distinti meccanismi d’azione; in caso vi si@l® complementarieta tra le basi del miRNA e
il sito bersaglio, avviene la degradazione del’nRNiceversa, in caso di complementarieta
parziale, avviene il blocco della traduzione semniegradazione dellmRNA. L’interazione
MiRNA-mRNA provoca la formazione di una struttura doppio filamento dovuta
dall’appaiamento tra laeed sequenadel miRNA (basi da 2 a 8) e la sequenza compleanent
dellmRNA (Fig. 19) [168].
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Figura 19 - Appaiamento miRNA-mRNA

| MiIRNA possono legarsi anche ad altre regionictriala sequenza Open Reading Frame (ORF)
e la 5’'UTR, cui é associata I'attivazione posttrasonale [169]. Fra i meccanismi di repressione
ci puo essere l'inibizione del legame del ribos@alfaMRNA bersaglio, effetti di deadenilazione,
di decappingdel’mRNA o sequestro del messaggero in corpiptésmatici GW/PBodies71, |l
cui esito finale é la diminuzione delle proteinelificate da quel preciso mRNA [170].

3.3 MIRNA E CANCRO
L’alterazione dei livelli dei miRNA in numerosi pressi biologici quali sviluppo, crescita e
differenziazione cellulare comporta lo svilupp@édtologie e, fra questa, la cancerogenesi occupa
un ruolo fondamentale [171]. E stato osservatailda@zionamento degli enzimi necessari per lo
sviluppo e la maturazione dei miRNA non ottimake @rrelato alla progressione di malattie; per
esempio, una ridotta espressione di Dicer si cdieceh una bassa sopravvivenza post-operatoria
di individui con tumori polmonari, e la delezionelle proteine AGO e frequente nel tumore renale
di Wilms e nei tumori neuro-ectodermici [172]. Pardella scoperta dei miRNA, si riteneva che
solo le alterazioni genetiche, quali mutazioni |fontni, SNP, inserzioni, delezioni, o
riarrangiamenti cromosomici, causando una sovrassfme di proteine ad attivita oncogena o la
sottoespressione di quelle oncosoppressive, fosdkrdase della tumorigenesi. In seguito, la
scoperta del ruolo primario svolto dai miRNA nedlaluppo tumorale ha fatto si che venissero
denominati “oncomiR”, al fine di evidenziarne lapeaita di agire come oncosoppressori o
oncogeni nel processo di genesi e progressioneatdelo [171]. Nei tessuti normali, trascrizione,
processazione e legame dei miRNA con le sequenaglementari degli mRNA porta alla
repressione dell’espressione genica attraversolastd nella traduzione proteica 0 mediante
l'alterazione della stabilita dellmRNA. Ne risultana normale crescita, proliferazione,

differenziazione cellulare e apoptosi (Fig. 20A).
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Figura 20 - Ruolo dei miRNA nell'oncogenes20A Nei tessuti normali20B Funzionamento come
oncosoppressori dei miRNAROC miRNA che agiscono come onco-miR

Una down-regolazione o una delezione di un miRNAosoppressore porta allo sviluppo
tumorale. La diminuzione della quantita di miRNAtoma puo dipendere dalla presenza di difetti
in uno qualunque degli stadi della sua biogenest edrrelata ad un’inappropriata espressione
della proteina target del miRNA. Il risultato coragsivo porta alllaumento di proliferazione,
invasivita, angiogenesi e diminuzione dei livelliaghoptosi, tutti fattori direttamente legati alla
formazione del tumore (Fig. 20B). Inoltre, anclamiplificazione e la sovraespressione di un
MiRNA con ruolo oncogeno puo portare allo svilupgamorale: 'aumento di miRNA puo infatti
portare all’eliminazione dei geni oncosoppressdreepercio correlato con la progressione della
patologia. L’'aumento dei livelli di miRNA puo dipdere dall’amplificazione del gene che
codifica per quel miRNA, oppure da un alterato potore costitutivamente attivo, che aumenta
la processazione e la stabilizzazione del miRNA.(EDC). | primi oncomiR identificati furono i
mMiRNA della famiglia let-7, i quali, agendo da osoppressori, attivano il complesso RISC su
diversi mRNA di oncogeni. Fra questi € degno darnibgene RAS, la cui attivazione stimola la
crescita e la proliferazione cellulare [173]. | gdai miRNA hanno spesso loci in prossimita di
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siti fragili del genoma umano, in regioni minime plerdita di eterozigosi dove si trovano
oncosoppressori, nelle regioni minime di amplifioae dove vi sono oncogeni e in regioni di
breakpoint comuni; sono percio correlati direttateeall’'instabilita del DNA nelle cellule

cancerose [161]. Attualmente, I'espressione dei NWiRviene considerato uno strumento di
diagnosi, prognosi e trattamento clinico dei patzieon tumore e questo ha comportato evidenti
migliorie rispetto alla normale ricerca di marcafmoteici [174]. Infatti, la peculiarita di alcuni

MIiRNA di essere tumore-specifici permette una rarglicaratterizzazione della malattia e della
sua malignita [175], e il loro impiego implica unan invasivita della raccolta dei campioni,

poiché essi sono presenti nei fluidi biologici cosimero, plasma, saliva e urine [176].

3.4 MIRNA E CML
Nell’'ultima decade si & visto che i miRNA sono diffintemente regolati in diverse patologie
[162,177,178]. Profili distintivi, di attivazione/ silenziamento di piu miRNA, associati a
determinati sottogruppi citogenetici e molecolarialicemia sono stati identificati effettuando
studi genome-wide sfruttando tecniche di biologialenolare high-throughput. Questi studi di
profiling hanno portato non solo all'identificazione di nupvocessi molecolari implicati nella
leucemogenesi, ma hanno anche fornito informazargnostiche che vanno ad integrare quelle
acquisite con la conoscenza di alterazioni citotielne, mutazioni genetiche e alterata espressione
nelle leucemie acute e croniche [179]. In partimgld primo studio di questo tipo ha mostrato una
correlazione fra la leucemia e i miIRNA in relazioa cluster di miR-15a/miR-16-1,
successivamente correlato al gene Bcl-2, che aiitamente espresso in questa malattia [180-
182]. Secondo quanto conosciuto finora, il grupp®R1ii-92 sembra essere coinvolto nella
regolazione di BCR-ABL e c-Myc. Infatti, il knockdm dic-Mycnelle cellule di CML é correlato
ad una sotto-regolazione di questo cluster di miR&lA& sua up-regolazione si evidenzia in linee
cellulari derivate da pazienti in fase cronica, nan in quelle in BC [183]. Inoltre, & stato
dimostrato negli studi condotti da Bueno e FabericimiR-203 sia coinvolto nella fisio-patologia
della CML, poiché ABL €& un potenziale target di siwgemiRNA. Il silenziamento del miR-203
porta ad una sovra-regolazione del gaBé& e diBCR-ABL mentre la sua ri-espressione comporta
una riduzione dei livelli della proteina di fusioBER-ABL e di ABL, nonché l'inibizione della
proliferazione delle cellule tumorali dipendenti ABL. Di conseguenza, e evidente che il miR-
203 funzioni come un oncosoppressore e la suapressione potrebbe avere importanti

implicazioni terapeutiche in specifiche patologmeatopoietiche [184,185].
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3.5 APPLICAZIONI TERAPEUTICHE DEI MIRNA
La capacita dei miRNA di regolare diverse protetnpathway ha fatto si che essi venissero
considerati come degli ottimi candidati terapeutissi vengono infatti utilizzati per regolare la
loro sovraespressione o sottoespressione, mimairdbemdo la loro azione.

3.5.1 ATTIVAZIONE DEI MIRNA

In caso di sottoespressione dei miRNA, un approgolto al ripristino delle loro funzionalita

consiste nell'uso dei miRNA mimic, i quali, scetfii base all'espressione genica del paziente,
riducono gli effetti indesiderati della terapiamiRNA mimic sono RNA sintetici a doppio
filamento con modificazioni chimiche che miglioralaostabilita e 'uptake da parte delle cellule,
e sono processati in un singolo filamento in made tia regolare I'espressione genica in maniera
analoga ai miRNA endogeni [186]. Il filamento guigadentico al miRNA di interesse, mentre
I'altro filamento contiene modificazioni chimichleecgli consentono di incrementare l'uptake o di
prevenire il legame con RISC che lo degradereblg @l). Questa terapia, inoltre, sfrutta
l'utilizzo di specifici vettori per l'indirizzamenttessuto- o tumore-specifico del miRNA. Su un
modello murino sono state sfruttate alcune emuisientre lipidiche per indirizzare, all’interno
del flusso sanguigno, I'azione di let-7 e miR-3dgErmettergli di localizzarsi a livello del tumore
polmonare [187]. Alternativamente, si possono tivese nanoparticelle contenenti i miRNA con
anticorpi tumore-specifici che aumentino gli effétrapeutici del miRNA mimic e riducano gli
effetti collaterali [188]. Gli studi in cui sonoadt riportati questi esperimenti forniscono evidenz
precliniche sul potenziale uso dei miRNA mimic traktamento di numerosi tumori. E possibile
utilizzare anche una terapia farmacologica chetsfigenti metilanti come la decitabina o la 5-
azacitidina per attivare i miRNA. Questo tipo dejgia non viene pero utilizzata come prima scelta
in quanto i suoi effetti non sono ancora statitdéb chiariti e la specificita verso i miRNA non e
stata definitivamente comprovata [189].

Figura 21 - Meccanismo d’azione dei miRNA mimic

43



3.5.2 INIBIZIONE DEI MIRNA

L’inibizione dei miRNA ¢ diventata la maggior ardainteresse per la terapia genica poiché, in

numerose patologie, € stato dimostrato che matiissiiRNA sono sovraespressi. Attualmente
sono disponibili differenti metodi per inibire i RNA: miIRNA sponge, oligonucleotidi anti-
MiRNA (AMO) e piccole molecole inibitrici di speaif miRNA (SMIR) (Fig. 22) [190].

- miRNA SPONGE

| miIRNA sponge (Fig. 22A) prevengono il legame ¢omRNA target legandosi a geni report e
fungendo da esche al posto dei miRNA sovraespfE3%]. Sono sintetici e costituiti da plasmidi
o vettori virali che contengono 4-10 siti di legareeparati da un piccolo nucleotide spaziatore, e
vengono inseriti nella sequenza 3'UTR di un gerporier guidato dal promotore della RNA
polimerasi Il. Quando il vettore contenente il miRNiene trasfettato all’'interno di colture
cellulari, viene amplificato dalla RNA polimerasidome fosse il miRNA endogeno, e inibisce
specificatamente sia i miRNA aventi useed sequenaemmplementare, sia le intere famiglie di
MiRNA accomunate dalla stesseed sequend&91].

- AMO

Gli AMO (Fig. 22B) sono sequenze di nucleotidi pé&idmente complementari al miRNA target,
legano il flamento guida e inattivano i miRNA siamite il legame con 'mRNA sia attraverso la
degradazione del miRNA, attivando la RNasi H. Ad¢fié gli AMO esplichino la loro funzione,
devono essere in grado di entrare nella cellulgetaessere stabili in vivo e avere alta affinita d
legame. Gli oligonucleotidi non modificati sono dagati dalla nucleasi sierica e non riescono ad
attraversare la membrana cellulare, per cui occapgortare alcuni riarrangiamenti che ne
incrementino la stabilitd e ne favoriscano l'ingeselle cellule [192]. Gli AMO di prima
generazione, anche definiti "antagomiR", presentana 2'-O-metilazione che aumenta la
resistenza alle nucleasi e facilita il legame a@rNW, un legame fosfotiorato sul 5' previene la
degradazione per opera delle nucleasi e il legarh® £on una molecola di colesterolo facilita
l'uptake cellulare [193]. L'introduzione di ultericgostituzioni ha apportato migliorie nell'affiait
di legame e nella resistenza alle nucleasi, peemedt I'ingresso degli AMO in alcuni trial clinici.

- SMIR

Gli SMIR (Fig. 22C) sono piccole molecole inibiirdi specifici miRNA e possono legarsi a questi
ultimi in differenti stadi: interferiscono con laascrizione primaria del’lRNA, inibiscono il
processo attuato da Dicer e RISC sul pre-miRNA geitiiscono l'interazione tra RISC e mRNA
[194]. Il primo SMIR ad essere scoperto fu un’azcteme che inibiva il miR-21 bloccando il suo

precursore, e agendo percio come regolatore in ragntipi di cancro [195].
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Figura 22 - Meccanismi di inibizione dei miRNA2A | miRNA sponge sfruttano siti di legame multipiseriti a

valle di un gene reporter, e all'interno della glllservono come riconoscimento per il miRNA targettivando i

geni soppressR2B Gli AMO sono complementari al miRNA target e, ledalo con alta affinita, ne inibiscono
I'azione;22C Gli SMIR inibiscono i miRNA portando alla perdidella soppressione del gene target

4 - FARMACI EPIGENETICI
| pit noti farmaci epigenetici possono essere dlaat in due gruppi: gli inibitori delle DNMT e
quelli che inibiscono le HDAC. | primi includonoiginaloghi nucleosidici, come la 5-azacitidina
e la 5-aza-2’-deossicitina (decitabina), entrangpravati dalla Food and Drug Administration
americana (FDA) per il trattamento delle sindroni¢lodisplastiche, cosi come alcune molecole
non-nucleosidiche piu specifiche in grado di irebdirettamente gli enzimi [145]. Nelle cellule
umane sono noti 18 enzimi HDAC e sono disponihilinerosi inibitori HDAC, appartenenti agli
acidi grassi a corta catena, agli idrossammat, ladinzamidi e ai tetrapeptidi ciclici [196]. Gli
acidi grassi a corta catena, come il sodio butieat@lproato, e gli idrossammati, che includono
Tricostatina A e vorinostat, sono soprattutto itwhigenerali, che bloccano le intere classi | e Il
degli HDAC, mentre gli altri composti sono piu d8ie [196]. Fra gli inibitori HDAC, il
vorinostat e il romidepsin (appartenente alla @adsgi tetrapeptidi ciclici) hanno ricevuto
'approvazione della FDA per il linfoma cutaneo ellgle T [145]. Studi recenti sono stati
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progettati in modo da valutare il contributo delambinazione degli inibitori DNMT con quella
con gli anti HDAC e per determinare il potenziatdl'dtilizzo di basse dosi di epi-farmaci per
“riprogrammare” le cellule tumorali in modo da rem@ nuovamente suscettibili ai regimi
terapeutici standard [145]. Seguendo la rapida cengione dell’'importanza delle modificazioni
epigenetiche nello sviluppo tumorale, nella progi@se e nella chemioresistenza, e in linea con
il generale entusiasmo scaturito dall’approvazidnalcuni epi-farmaci per il trattamento delle
patologie ematologiche, sono stati condotti maitds nelle ultime decadi, per cercare di traslare
i biomarcatori epigenetici nella clinica [140]. Boltre importante ricordare che i tumori
appartengono a differenti sub-pathway molecolaghumo caratterizzato da eventi genetici e
citogenetici peculiari e dalla deregolazione dslpeessione di centinaia di geni. Percio, una
caratterizzazione integrata degli eventi molecalhé intervengono in ogni sub-pathway potrebbe
essere molto piu utile rispetto all'analisi dei goti marcatori anche nel contesto della
farmacoepigenetica. Dobbiamo inoltre tenere preseiné¢ tutte le tecnologie “omiche”, come la
genomica, I'epigenomica, la proteomica e la trégriica, Sono ancora piuttosto costose da
applicare negli approcci di medicina personalizzataichiedono ampie coorti di pazienti per
ottenere risultati significativi. Sono pero rilevaper identificare un piccolo sottoinsieme di
marcatori candidati responsabili della rispost&ratamento negli studi epidemiologici e validi
per essere utilizzati nei kit per potenziali apgdioni cliniche [140]. Nonostante questo, iniziali
strategie a singolo farmaco o in combinazione d¢@ndmsi di epi-farmaci risultano nel complesso
tossiche per i pazienti, e sono al momento in stddsaggi ridotti in combinazione con le terapie
standard per raggiungere la chemiosensibilizzazilaneadiosensibilizzazione e la modulazione
immunitaria nelle cellule cancerose. Complessivameih potenziale dell'impiego degli epi-
farmaci nel trattamento delle resistenze tumoradiavato, e i trial clinici creati per valutare
guest’area sono gia stati avviati, e c'e un geeeasgtimismo che, unendo tutte le informazioni in
nostro possesso, si possano tradurre queste irdamanell’applicazione clinica nei prossimi
anni. Bisogna pero tenere in considerazione chepiifarmaci, soprattutto se utilizzati a ridotte
dosi non tossiche, come quelle somministrate ngfgidi in atto, necessitano di tempo per
raggiungere gli effetti attesi, e spesso hanno @mcta ridotta emivita. Quindi, per esempio, essi
non potrebbero essere impiegati da soli nel tratdondelle metastasi avanzate, ed € anche per
guesto motivo che deve essere ancora ottimizzaitegeca sul loro dosaggio e sulla durata della
loro attivita. Un altro importante problema che ewsita ulteriori approfondimenti rimane il
potenziale effetto benefico di questi trattamemtyuei pazienti che hanno una risposta tossica ai
trattamenti standard [140].
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OBIETTIVO

Le leucemie, un gruppo eterogeneo di neoplasisig&lima ematopoietico, rappresentano il 30%
di tutti i tumori e ogni anno in ltalia si ossergaairca 8.000 nuovi casi. La leucemia mieloide
cronica (CML) costituisce, in particolare, il 1590di tutte le leucemie negli adulti e il 4% nei
bambini. L’'evento patogenetico alla base delliggmza della malattia € la traslocazione
reciproca frai cromosomi 9 e 22, che da originr@nosoma Philadelphia (Ph). Imatinib mesilato
(IM), il primo inibitore della tirosin-chinasi chierica BCR-ABL, € stato introdotto in terapia agli
inizi degli anni 2000 e rimane tutt'ora il trattante d’elezione per la cura della CML. Nonostante
guesto inibitore abbia notevolmente migliorato lagmosi, in circa il 30% dei pazienti si osserva
la comparsa di resistenza e la progressione datdqgia dopo circa 18-24 mesi. Tra le molteplici
cause che sottendono questo fenomeno, le piu casonniamplificazione e sovraespressione del
gene BCR-ABL, e comparsa di mutazioni puntiformiecltomportano un’alterazione
conformazionale del recettore.

Piu di recente € stato osservato che una sovrasspme delle proteine coinvolte nel trasporto e
nel metabolismo del farmaco pud contribuire alladfte di responsivita di IM. Tale up-
regolazione puo dipendere da meccanismi geneticiecla presenza di polimorfismi, o da
alterazioni epigenetiche, come la deregolaziomaiBNA. Il cancro e anche una malattia causata
da alterazioni del DNA che possono essere innasyadi oppure insorgere in seguito all'azione
di agenti esterni. Questo modello pero, é ridutpeahé non tiene conto del fatto che, a parita di
carico mutazionale del DNA, uno stesso tumore msummere fenotipi diversi e gradazioni che
possono andare dalla malattia cronica, poco peseglal tumore che insorge improvvisamente e
in poche settimane conduce al decesso del pazlardaesto contesto si inserisce I'epigenetica, i
cui processi piu rappresentativi si classificanm@palmente in tre categorie: modificazioni
istoniche, RNA non codificanti e metilazione di DNMsieme, questi meccanismi possono
esercitare i loro effetti regolando direttament&dacrizione, danno/riparazione e replicazione del
DNA, controllando i livelli di RNA e la stabilitagst-trascrizionale, normalizzando la traduzione
proteica oppure provocando variazioni post-tradualicdelle proteine.

| miRNA sono importanti regolatori dell'attivita idgeni e un singolo miRNA puo avere effetti
notevoli, poiché influenza centinaia di trascugiinici e determina un cambiamento generale nella
fisiologia della cellula. Praticamente tutti i tigh tumore sono caratterizzati da una complessiva
deregolazione dei miRNA. Alcuni promuovono la cangenesi quando raggiungono livelli
superiori alla norma, ma nella maggioranza deimastumori maligni i livelli di miRNA appaiono

ridotti rispetto ai tessuti normali. Questi miRNWsto il loro ruolo regolatorio, si trovano molto
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conservati all'interno delle varie specie e, inualccasi, arrivano a costituire I'1% dell'intero
genoma. Per quanto riguarda le alterazioni epigdret come la differente
metilazione/acetilazione del DNA, un’estensiva @mnajenomica delle sequenze geniche che
codificano per i miRNA ha evidenziato che circ&d% dei loci sono associati con isole CpG
[197], facendo supporre che un alterato stato dilazéne potrebbe essere responsabile della
deregolazione di miRNA nei tumori [198].

E stato dimostrato, inoltre, che le alterazioniegare nei livelli di metilazione del DNA sono tra
le piu comuni modificazioni molecolari nella negglaumana [199]. La metilazione del DNA di
solito provoca l'ostruzione della regione del proon®, ostacolando la trascrizione genica e
causando il silenziamento genico. Inoltre, altemaznella metilazione del DNA si verificano
frequentemente in molti tumori umani con regionimalmente ipometilate che diventano metilate
(come i promotori delle isole CpG) e regioni con relli di metilazione che perdono gruppi
metilici (come DNA ripetitivo e trasposoni). Queastersione dei normali schemi di metilazione
del DNA puo portare ad alterazioni nell'espressigeigica e nella stabilita del genoma attraverso

cambiamenti nella struttura della cromatina.

Date le suddette premesse, I'obiettivo della priestesi di dottorato € stato quello di identificare
nuovi potenziali biomarcatori epigenetici di risppsd IM nella CML, sia a livello del’lRNA
(miRNA) sia a livello del DNA (metilazione). Quegbrocessi epigenetici sono stati quindi
correlati con i livelli di espressione delle pripali proteine coinvolte nel trasporto di IM, per
individuare ipotetici network epigenetici.

Per realizzare questo progetto, sono quindi satergte 6 linee di leucemia (K562) resistenti a
concentrazioni crescenti di IM (da 0,05 a 3 uM).

Per ogni linea cellulare sono stati valutati:

1) i livelli di espressione delle proteine coinvoltel rirasporto di IM, con particolare

attenzione ai trasportatori di efflusso;

2) ilivelli di espressione di un pannello di 384 miRN

3) ilivelli globali di metilazione del DNA.

Il fine ultimo di questo progetto di tesi € quetlocomprendere il ruolo di questi meccanismi
genetici ed epigenetici alterati nella leucemia lowke cronica, per rispondere agli attuali
interrogativi terapeutici e sviluppare una medianprecisione adatta alle peculiarita del paziente

in modo da ottimizzarne I'efficacia, ridurne le zemi avverse e migliorare gli esiti clinici glolbal
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MATERIALI E METODI

Lo studio e stato condotto su cellule della liné6&, generate da una paziente di 56 anni affetta
da CML in crisi blastica terminale (ATCGELCG, Sesto San Giovanni, Ml, Italia). Le cellutss
state coltivate in terreno RPMI 1640 (Gilg€arlsbad, CA, USA), con aggiunta del 10% di siero
fetale bovino (Gibc®, inattivato per 30’ a 56°C), e mantenute a 37°€it6% di CQ. Al terreno
sono inoltre stati aggiunti I'1% di penicillina (D@0 u/mL)/streptomicina (10mg/mL, Lonza
Walkersville, Inc. Walkersville, MD, USA) e lo 0.6%i fungizone (Gibc8), per prevenire
l'instaurarsi di contaminazioni. Il terreno € statostituito ogni 3-4 giorni per mantenere la

concentrazione cellulare intorno ai 5®d®lls/mL.

1 - CREAZIONE DI SUB-COLTURE RESISTENTI AD IMATINIB
Per creare le linee resistenti, le cellule in dtasesponenziale sono state esposte a concentrazion
crescenti di IM (SelleckChem Chemicals LLC, HoustoX, USA). Il farmaco in polvere é stato
conservato a -80°C; la soluzione stock (10 mM)aaspreparata sospendendo la polvere in
DMSO, ed ¢ stata aliquotata e conservata a -80&0la Boluzione stock sono state effettuate le
opportune diluizioni per ottenere le concentrazimetessarie. La concentrazione utilizzata per il
trattamento iniziale e stata 0,05 uM e il terrerstado cambiato ogni 3-4 giorni per assicurarsi che
le cellule crescessero esposte alla giusta corazotre di farmaco. Le cellule sono state
considerate resistenti nel momento in cui acquigauovamente la normale capacita di crescita
in presenza della specifica concentrazione di fam®&raggiungevano una vitalita di almeno il
90%. A questo punto, una porzione e stata oppamenge congelata e conservata in azoto, mentre
l'altra € stata sospesa nel terreno contenentedaanconcentrazione di IM. Ad ogni cambio di
concentrazione (0,05 -0,2-0,3-0,5-1 - 3 /W) bono stati estratti i campioni di miRNA,
MRNA e DNA e l'intero processo di creazione delld-golture ha richiesto circa un anno. Le
estrazioni sono state eseguite secondo i protagmiropriati descritti nei capitoli successivi.

2 - VITALITA CELLULARE
La vitalita é stata determinata utilizzando il M@el Analyzer (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA). Questo strumento sfrutta il principio delldometria tramite un detector fluorimetrico
miniaturizzato e la tecnologia microcapillare peteiminare, in un unico passaggio, la vitalita
cellulare/mL, la vitalita % e il numero totale dilltile nel campione. Il campione € stato preparato

utilizzando 20 pL di sospensione cellulare e 380dikkeagente (Count & Viability Reagent,
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Musé€® Count &Viability Assay Kit) contenente coloranti grado di permeare nelle cellule la cui

parete ha subito lisi (Fig. 23).

Figura 23 - Schermata ottenuta dal Muse cell Analyzer: il g@@f sinistra mostra la vitalita in relazione alle
dimensioni delle cellule, quello a destra correlaéllule vive con i detriti e le cellule morte.

Prima di ogni cambio di concentrazione, grazie edléaborazione avviata con il Dipartimento di
Medicina Specialistica, Diagnostica e Sperimentalestato estratto il DNA dalle cellule per

determinare I'eventuale presenza di mutazioni eecatel gene BCR-ABL.

3 - ESTRAZIONE del DNA
L’estrazione del DNA é stata effettuata centrifugaeirca 2*16 cellule a 1.200 rpm per 10’ per
ottenere un pellet cellulare. Per isolare il DNgt&to utilizzato il kit QlAamBDNA mini (Qiagen,
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Hilden, Germania). Il pellet ottenuto € stato rigso in 1 mL di DPBS (Lonza Walkersville) per
essere sicuri di eliminare ogni residuo di terrehe potrebbe inficiare le operazioni. Segue
un’ulteriore centrifuga con le medesime condizi@nirisospende il pellet con 200 uL di DPBS
cui si aggiungono 20 pL di Proteasi K, che lisamponenti cellulari rendendo accessibile il DNA,
e si agita bene per rendere omogenea la soluzitereuta. Si addizionano 20Q di buffer AL,
anch’esso con un’azione promovente la lisi celkjlar agita al vortex per 15 secondi, si centrifuga
brevemente per raccogliere le gocce presenti ppbtaella provetta, e si mette in incubazione il
campione per 15’ in una piastra pre-riscaldata €5@er incrementare l'attivita del buffer. In
seguito, si aggiungono 20Q. di etanolo assoluto conservato a 4°C, si agitaoalex per 15
secondi e si carica tutta la soluzione, circa 6D0nell'apposita colonna QIAmp spin column,
inserita in un tubo di raccolta. Segue una cergahione a 10.000 rpm per 1’ durante la quale il
DNA, che ha elevata affinita per la resina di gesitice presente in colonna, viene trattenuto,
mentre tutti gli altri componenti passano nel tub@accolta e vengono eliminati. Si effettuano
due lavaggi con i due tamponi salini (AW1 ed AW29]ti ad eliminare contaminanti quali
proteine, lipidi e altri componenti cellulari presiein soluzione, poiché il DNA resta legato alla
silice mentre le impurezze passano nel tubo dolgesottostante con i buffer. Terminati i lavaggi
e fatto un ciclo a vuoto, si aggiungono 30 pL difuAE, si lascia in incubazione per 5’ a
temperatura ambiente ed infine si procede coriatcentrifuga, a 10.000 rpm per 1'. Il tampone
AE, che ha maggiore affinita per il DNA rispettdaatesina in silice, ne provoca l’eluizione.
L’eluato e trasferito in un’eppendorf sterile opfpmramente codificata e stoccato a -20°C.

3.1 SEQUENZIAMENTO
Per confermare le mutazioni geniche a carico dakgi#i fusione BCR-ABL, il DNA é stato
sequenziato mediante ABI 310 (Applied Biosystetrprdcesso € complesso e formato da diverse
fasi:

PCR (Polymerase chain reaction, reazione a categldadoolimeras): € una reazione di

amplificazione delle sequenze di DNA, innescatainia coppia di primer la cui sequenza puo
essere ricavata da articoli e banche dati o megliprigettazione ex-novo. Con la PCR,
attraverso 40 cicli, si possono amplificare specifiammenti di DNA, solitamente tra 200 e
1200 bp, utili per il sequenziamento. La procedueae allestita aggiungendo 1 pL di DNA

dei campioni con una concentrazione di 20 hg utilizzando la ricetta inserita in tabella 2.

51



Tabella 2 - Componenti necessari per la reazione di ampliitcee
Reagenti Volume/Campione (uL)
FastStart Tag DNA Polymerase 0,25
Primer Forward 10 nM 1,25
Primer Reverse 10 nM 1,25
10X Buffer 25
MgCl, 1,5
dNTP mix 0,5
Nuclease-free pO 16,75
Totale 24 L

Il programma di amplificazione e caratterizzatd’diérnarsi di tre diversi stadi di temperatura
per 40 cicli:

- denaturazionga 95°C per 30 s, che permette la separazionguéeiilamenti di DNA,

- annealing,50-65°C per 30 s, con una temperatura specificaipscuna coppia di primer
che determina 'appaiamento dei due con le risgettegioni complementari all'interno
dei filamenti di DNA denaturati,

- elongazionea 72°C per 30 s, che permette la sintesi del Digxig all’intervento della
Taq, utilizzando il singolo filamento come stampo.

Ne risulta, cosi, un’amplificazione esponenzialeseégmento di DNA di interesse.

Gel di controllo della PCRviene valutata la buona riuscita dell’amplificazé tramite una

corsa elettroforetica su gel preparati al momelhtgel viene preparato sciogliendo 0, 5 g di
agarosio (UltraPuré Agarose) in 50 mL di TBE 0,5X, a cui si aggiungdéhgL di SYBR"
Safe DNA Gel Stain (tutti forniti da Invitrog€®l. Una volta pronto, si caricano 3 pL di
campione addizionati con 2 pL di DNA Gel LoadingeD¥ X, ThermoFisher Scientific) e si
lascia correre a 120 V per circa 20'. Il DNA coterrcalato emette luce fluorescente (590 nm),
rilevata tramite VERSADOC-4000 (BIO-RAD), uno strento dotato di fotocamera digitale
attraverso la quale si acquisisce 'immagine dél ge

| campioni vengono conservati overnight in emoted&C.

Purificazione della PCRIa purificazione dei campioni viene effettuatantite CleanSweep

PCR Purification ReagerfhermoFisher Scientific), per cui si addizionanpl5di prodotto
della PCR con 2 pL di reagente del kit. La solugigosi ottenuta viene quindi posta a 37°C
per 15’ per idrolizzare i primer e defosforilardNI'TP, poi viene incubata a 80°C per 15’ per

inattivare il reagente aggiunto.
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Cycling: il protocollo prevede che il filamento del DNA s@mplificato in maniera

indipendente per ciascuno dei due primer, in pEsafei terminatori BigDye. Per ogni
campione sono stati quindi amplificati sia il filanto guidato dal primer forward sia quello
del reverse in due reazioni separate. Per ottéaaaduzione di cycling si utilizzano i reagenti

riportati in tabella 3, mentre il programma di aifiphzione e riassunto in tabella 4.

Tabella 3 - Componenti utilizzati per il cycling
Reagenti Volume/Campione (uL)
Big Dye 1
Primer 10 ng/L 0,32
Buffer 5X 2
Campione 1
Nuclease-free O 5,68
Totale 10 L

Si awvia il programma di cycling, dopo aver intrttdd campioni in PCR, e si effettua la reazione

impostando 25 ripetizioni secondo il seguente seéhem

Tabella 4 -Schema di amplificazione per il programma di cyglin

Fase Step 1 Step 2 Step 3
Temperatura (°C) 96 96 54
Tempo 30 sec 10 sec 4

Purificazione del prodotto di cyclindo scopo perseguito con questo passaggio € ogigto

precipitare il DNA e purificarlo da eventuali resicaspecifici. Si prepara quindi una mix per
ogni campione seguendo lo schema riportato in leabel

Tabella 5 -Reagenti utilizzati per la precipitazione del DNA

Reagenti Volume/Campione (uL)
EtOH assoluto 30,64
Acetato di Sodio 3M (NaAc) 1,5
Nuclease free water 7,86
Totale 45

In ogni tubino contenente il DNA amplificato e mai@, si aggiungono 40L di mix e si esegue

un’incubazione a -20°C di almeno 2 ore. Trascors&mpo necessario, si esegue una centrifuga
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a 4°C per 30’ alla massima velocita e si svuotaii@tamente la eppendorf. Si aggiungono 100 pl
di EtOH al 70% (300 pl acqua + 700 pl di etanol®) esegue un’ulteriore centrifuga a 4°C per
15’. Si svuota nuovamente la eppendorf e si laastaugare I'etanolo mediante una centrifuga di
5" a 500 rpm con 'apertura dei tubini rivolta veri§ basso.

Solubilizzazione e denaturaziors: solubilizza il DNA con 10 ul di formammide e si

effettua un ciclo di denaturazione dei campionidier 96°C. Terminata questa operazione
i campioni sono pronti per essere analizzati ngliseziatore.

Sequencing: l'ultimo passaggio prevede

I'analisi in un sequenziatore automatico (Fig.
24), uno strumento con elevate potenzialita che
permette di identificare mutazioni o anomalie
strutturali nella sequenza dei DNA. Infatti, il

sequenziamento permette di ricostruire I'ordine

delle basi azotate che si susseguono all'interno
di un tratto di DNA.

Figura 24 - Sequenziatore ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer

Il sequenziamento automatico prevede ['utilizzdlaibrocromi, non radioattivi e non tossici, per
marcare i diversi ddNTP (dideossiribonucleotidiledl’elettroforesi capillare, usando come mezzo
di separazione un polimero incluso nel capillarsitice. La soluzione contenente 'amplificato
viene posta a contatto con I'anodo del capillareciuviene applicato un campo elettrico. Le
molecole del campione cominciano a migrare con oflodifferenti lungo il capillare e i
frammenti di DNA marcato vengono colpiti da unagsmte luminosa (laser ad Argon) che gli
permette di emettere una fluorescenza rilevabilardaensore. La fluorescenza produce quattro
differenti colori, ognuno dei quali &€ associatou base nucleotidica: adenina, timina, guanina
e citosina. La rappresentazione dei risultati aifie@ costituita da un’elettroferogramma, in cui
ogni picco rappresenta una base letta durantedgaiimento. Si individuano, cosi, la successione
delle basi che rappresentano la sequenza.

4 - ANALISI dellmRNA

4.1 ESTRAZIONE dellmRNA
L'RNA é stato ottenuto utilizzandBNeas§mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Circa 2*80
cellule sono state centrifugate a 1.100 rpm pepesd’ ottenere il pellet, che é poi stato lisato,
utilizzando dai 300 ai 600 pL di tampone (Buffer BRLcontenente una guanidina-tiocianato

altamente denaturante, che ha subito inattivaRNasi. La soluzione é stata agitata al vortex ed
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omogeneizzata filtrandola, per almeno 5 volte, coa siringa da 1 mL; in seguito, € stato
addizionato I'1% (rispetto al volume di buffer i#dato) di mercapto-etanolo che inattiva le
ribonucleasi rilasciate durante la lisi cellulag.procede unendo alla soluzione etanolo al 70%
per migliorare le condizioni di binding e il camp®viene poi caricato in una colonna RNeasy
mini Spin. Si favorisce il legame dellRNA con leembrana della fase stazionaria centrifugando
le colonnine a 10.000 rpm per 1’, si allontandfilgto e si procede con una sequenza di 3 lavaggi
per eliminare tutti gli inquinanti che potrebberontaminare il prodotto desiderato. Per essere
sicuri di rimuovere ogni residuo dell’etanolo cami& nei buffer di lavaggio (Buffer RW1 e RPE),
la colonnina viene centrifugata per 1’ senza sdlyprima di eseguire I'ultima centrifuga a 10.000
rom per 1’ con 50 pL di acqua priva di RNasi pempettere I'eluizione dellRNA purificato.
L’eluato viene in seguito opportunamente raccotiouna eppendorf specifica, etichettato e

conservato a -80°C.

4.2 QUANTIFICAZIONE
La quantificazione dellRNA e stata eseguita metdian
I'utilizzo del NanoDrop® 2000c (Fig. 25), uno

spettrofotometro UV-visibile a spettro totale (2280 nm) che
permette di lavorare con microvolumi di soluziofing ad 1
pL), anche ad alta concentrazione, garantendo aeana e
riproducibilita elevate. Questo metodo sfruttadpacita degli

acidi nucleici di assorbire la luce UV con un massidi
assorbimento ad una lunghezza d’onda di 260 nrafige Figura 256"“”;’,“;‘,3@?;;"
varia da 230 a 280 nm). Il sistema non richieded’'di cuvette

e capillari in quanto utilizza la tensione supealie dei liquidi (che si crea fra due piccoli volum
posti fra le due piastre di lettura dello strumégmt@onsente cosi di ridurre I'impiego di materiale
e il tempo necessario per la misura. Inoltre, tho@ano ottico molto ridotto (1 mm) permette di
misurare concentrazioni 50 volte piu elevate rigpetd uno spettrofotometro tradizionale,
eliminando in questo modo la necessita di diluicainpioni. Le piastre sono collegate a fibre
ottiche e la sorgente e costituita da una lamp#daxano. Lo strumento € poi collegato ad un
computer con software dedicato con interfacciaicmathe elabora i dati nellimmediato,
restituendo lo spettro con la curva di assorbimdatconcentrazione (ng/ L) e la purezza (Abs

260/280 nm).

55



4.3 RETROTRASCRIZIONE
Per la sintesi del cDNA a partire dall’'RNA e statgiegato il kitHigh-Capacity cDNA Reverse
Transcription(Applied Biosystentd, ThermoFisher Scientific). Sono stati retrotrasic$i00 ng di
RNA per ogni campione (10 pL) cui sono stati aggitf pL di mix preparata come illustrato in
tabella 6.

Tabella 6 - Componenti della reazione di retrotrascrizione
Reagenti Volume/Campione (uL)

10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primers 2,0
Multiscribe™ Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Nuclease-free kD 3,2

Totale per reazione 10

Gli strips con i campioni sono stati messi in ingzibne in ghiaccio per 5’ prima di procedere con

la reazione di retrotrascrizione mostrata in tabéll

Tabella 7 - Programma di reazione impostato in PCR

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperature (°C) 25 37 85 4
Tempo 10’ 120 5

Il cDNA sintetizzato € stato poi conservato a -20°C

4.4 ANALISI DI ESPRESSIONE MEDIANTE ABC TRANSPORTER ARRAY

La quantificazione degli amplificati tramite Reahle PCR (RT-PCR) si basa sulla possibilita di
monitorare la quantita di acido nucleico prodottel (nostro caso cDNA) attraverso il grado di
fluorescenza emesso da particolari sonde o prinn@nde lo svolgersi della reazione, segnale che
aumenta proporzionalmente rispetto la quantitaroii@tto di amplificazione. La fluorescenza si
puo ottenere con metodiche differenti: si possampieégare intercalanti del DNA a doppio
filamento, oppure oligonucleotidi di DNA (sonde)echanno subito modificazioni che li rendono
fluorescenti quando si ibridano con il DNA. Quekitno € il principio di funzionamento delle

sonde da noi utilizzate, le sonde TaqWé&hpplied Biosystent¥). Le sonde sono filamenti lineari
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totalmente complementari alle sequenze target e sostituite da un colorante fluorescente, il
reporter, collocato in posizione 5’ e, in posiziam@posta, al 3', da uno spegnitore (quencher).
Fino a quando la sonda non si lega con il DNA, rieentatta, percio il segnale fluorescente viene
annullato dalla presenza del quencher mediantitm@&nto di energia al fluoroforo. In seguito
si ha una separazione della sonda che si ibridd €0%A: I'intervento della Taq polimerasi (una
particolare DNA polimerasi resistente ad alte terapee) fa si che si abbia idrolisi della sonda,
appaiamento di quest'ultima con la porzione contené reporter e sviluppo del segnale di
fluorescenza.

Per l'analisi dei nostri campioni abbiamo utilizzahicrofluidic card, le TagMahHuman ABC
Transporter Array, che permettono di effettuare @&&&ioni simultanee di RT-PCR, sfruttando la
tecnologia delle sonde TagM&arposte in forma liofilizzata all'interno di ciaseypozzetto (Fig.
26). Gli array utilizzati contengono saggi per ®higumani, codificanti per il gruppo di proteine

ABC, prodotte in triplicato per ciascun campionkxeoa 13 controlli endogeni.

Figura 26 - Workflow della procedura seguita per I'analisi dpeessione dei geni ABC transporter

| trasportatori ABC (ATP-binding cassette) sono soperfamiglia di proteine di membrana che
traslocano un’incredibile varieta di substratiiatérno ed all’esterno della membrana cellulare.
In moltissime linee cellulari tumorali, & stato distrato che la resistenza multi-farmaco possa

essere parzialmente imputabile ad una deregolazaeibespressione di queste proteine.
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All'interno dei nostri saggi, sono contenuti i 3rmipali gruppi di trasportatori ABC coinvolti nel
processo ADMET, importanti anche nella ricerca #onsviluppo di farmaci. In tabella 8 &

rappresentato come si dispongono le 7 sottofamédfliaterno della card.

Tabella 8 - Rappresentazione schematica dei geni liofilizgegsenti all'interno della carg
Sottocategoria N° di geni Nome alternativo
ABCA 13 -
ABCB 11 MDR
ABCC 13 Sottofamiglia di trasportatori coniugati
ABCD 4 ALD
ABCE 1 -
ABCF 3 EF3
ABCG 5 Sottofamiglia White

In figura 27 € invece riportata la distribuzione gleni all'interno della card.

Figura 27 - Rappresentazione dei geni spottati all'internoedefird Human ABC Transporter Array
Il cDNA dei diversi campioni, retrotrascritto comeecedentemente descritto, e stato addizionato

con 20 pL di acqua RNase-free e con 50 pL di TagMamiversal PCR Master Mix Il (Applied
Biosystems) (Tab. 9).
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Tabella 9 -Ricetta per i reagenti della reazione necessarid paricamento della card

Reagenti Quantita per un pozzetto (uL) | Quantita per una card (pL)
TagMar? Universal PCR Master Mix || 50 400
Nuclease-free bD 30 240
cDNA (100ng) 20 160
Totale per reazione 100 800

Per ogni campione si caricano 4 porte, ognuna @hpl di soluzione, percio ogni card puo

analizzare contemporaneamente due campioni ditigfeg. 28).

Figura 28 - Dettagli del caricamento delle card

Una volta riempite le porte con la soluzione prefarle card sono state centrifugate a 1.200 rpm
per 1’, due volte, per permettere al campione sirithuirsi in ogni pozzetto; la card e stata quindi
sigillata e caricata nello strumento 7900HT RT-P@Rplied Biosystem®). Il profilo termico

seguito e stato quello indicato in tabella 10.

Tabella 10 -Programma di reazione impostato sullo strument®RAIORT-PCR

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperature (°C) 50 94,5 97 59,7
Tempo 2’ 10 30 sec r
Ripetizioni 1 40

| Ct ottenuti dalla Real-Time sono stati ottenotpostando la threshold a 0.2, sono stati considerat
indeterminati tutti i valori superiori a 35 e i dabno stati normalizzati sottraendo ad ogni Ct la

media dei Ct del GAPDH, considerato il controllaegeno.
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5 - ANALISI dei MIRNA

5.1 ESTRAZIONE
L'estrazione dei miRNA ha previsto 'impiego det knirvVana” miRNA Isolation Kit (Applied
Biosystem$8, ThermoFisher Scientific, Foster City, Ca, USA)(R9). Circa 2*10 cellule sono
state centrifugate a 1.000 rpm per 5’ per ottergrellet. Questo viene poi lavato con 1 mL di
DPBS (Lonza) che verra poi eliminato, mentre ldutelsaranno mantenute in ghiaccio. E
necessario aggiungere dai 300 ai 600 pL di Lysigibig buffer, a seconda del numero di cellule,
e agitare al vortex fino ad ottenere un lisato oemag. Si procede aggiungendo 1/10 di volume di
mMiRNA Homogenate Additive e si agita bene sul vwonpgima di mettere in incubazione in
ghiaccio, per 10'. Trascorso il tempo di incubagprniene addizionato un volume di Acid-
Phenol/Chloroform uguale a quello del lisato ingiprima dell’aggiunta dell’Additive (dai 300
ai 600 pL), si pone sul vortex per 1' e poi si feaisce in una eppendorf da 2 mL che sara
centrifugata per 5’ a 14.000 rpm. Si formano cas fhsi: una lipofila sul fondo e una acquosa in
superficie contenente i miRNA. Quest'ultima viemasferita in una nuova eppendorf, cui si
aggiungono 1.25 volumi di etanolo assoluto a temdpea ambiente, prima di trasferire tutta la
soluzione su una colonnina fornita dal kit. Si cémga a 14.000 rpm per 10, si scarta I'eluato e
si procede con le fasi di lavaggio della colonn@amp si addizionano 700 pL di miRNA wash
solution 1 e poi 500 uL di wash solution 2/3 pee dwlte, allontanando ogni volta il filtrato. A
guesto punto si centrifuga per un 1’ per elimirarentuali residui e si colloca la colonnina su un
tubo pulito. Si esegue la fase di eluzione aggindgel00 pL di Elution solution preriscaldato a
95°C e si centrifuga alla massima velocita petllisato contenente i miRNA sara trasferito in

un tubo sterile appositamente etichettato e coaserv-80°C.

Figura 29 - Processo di estrazione dei miRNA
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Al termine della procedura di estrazione, i miRNAng stati dosati secondo le procedure
precedentemente illustrate per la quantificazioe¥RNA, utilizzando come bianco I'Elution

solution.

5.2 ANALISI DELL’ESPRESSIONE
Il profiling dei miRNA & stato analizzato utilizzando I'arraggMar? Low Density Pool A, che
permette di studiare simultaneamente 384 miRNAzathdo una 7900HT Real-Time (RT)-PCR.
L’identificazione e la quantificazione viene effgita tramite reazione con MegapleRools (fino
a 380 miRNA per pool), una combinazione di prim@agMan polimerasi:
- MegaplexX" RT primer, un pool di primer predefinito contenente fino 803tem-looped-
reverse-transcriptiorprimer necessari per I'appaiamento con i miRNAuriat
- TagMan® MIiRNA Array A , una microfluidic card (Fig. 30) con 384 pozzetthtenenti primer
e sonde TagMan liofilizzati. Il saggio permettayleantificazione dei livelli di espressione genica

di 378 miRNA e dei loro 6 controlli endogeni.

Figura 30 - TagMarf Human MiRNA Array A

La reazione di retrotrascrizione ha un volume &ndil 7,5 L per ogni campione, ed e costituita
da:

* 3 pL di miRNA ad una concentrazione di 200 ng/p&si ad un totale di 600 ng,

* 4,5 pL di mix per la retrotrascrizione realizzatane illustrato in tabella 11.
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Tabella 11 -Componenti della reazione di retrotrascrizione
Reagenti Volume/Campione (uL)
Megaplex" RT Primers Pool A 0,8
10X dNTP Mix (100nM) 0,2
Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/ pL) 15
10X RT Buffer 0,8
MgCL, 0,9
RNase Inhibitor 0,1
Nuclease-free kD 0,2

Totale per reazione 4,5

Gli strips contenenti la soluzione sono stati iratuper 5’ in ghiaccio e poi introdotti in PCR dove

sono stati sottoposti al programma riportato ireliabl 2.

Tabella 12 -Programma di reazione impostato in PCR

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4 Step 5
Temperature (°C) 16 42 50 85 4
Tempo 2 T 1sec 5
Ripetizioni 40 1

Il prodotto retrotrascritto e stato poi conservat@0°C.
Ogni card pu0 analizzare un solo campione per yveltani array necessita di un totale di 800 pL

di soluzione composta come mostrato in tabella 13.

Tabella 13 -Ricetta utilizzata per il caricamento di una camhsiderando un margine di errare
Componenti Volume (uL)
TagMar? Universal MasterMix 425
Megaplex RT product 7,5
Nuclease-free bO 417,5

Totale per ogni card 850

Per ognuna delle 8 porte della card si caricano 1DQdi mix (Fig. 31). Per permettere la
distribuzione del campione nei vari pozzetti, ladcaiene centrifugata 1’ a 1.200 rpm, per due
volte, infine sigillata e caricata nello strume@®&00HT RT-PCR.
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Figura 31 -lllustrazione del caricamento della card e dettadélla struttura

Il profilo termico seguito per la reazione di asalin RT-PCR €& mostrato in tabella 14.

Tabella 14 -Programma di reazione impostato sulla 7900HT RT-PCR

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperature (°C) 50 50 95 60
Tempo 2 30 sec 15 sec r
Ripetizioni 1 40

| Ct ottenuti dalla Real-Time sono stati ottenoipostando la threshold a 0,2, sono stati considerat
indeterminati tutti i valori superiori a 35 e i dabno stati normalizzati sottraendo ad ogni Ct la

media dei Ct degli U6, considerati il controllo egeno.

6 - ANALISI della METILAZIONE del DNA

6.1 QUANTIFICAZIONE E DETERMINAZIONE dello STATO DI DEGRADAZIONE
L’estrazione del DNA e stata effettuata come déscprecedentemente nel paragrafo 3. Il DNA
& stato dosato utilizzando il fluorometro Qubitvitrogen™, ThermoFisher Scientific) (Fig. 32). |
kit di assay dsDNA BR (ad ampio raggio, con un eamg 2-1.000 ng di DNA) e HS (alta
sensibilita, con un range di 0,2-100 ng di DNA) ag@mogettati per fornire una quantificazione
semplice ed accurata, poiché sono molto seletgviilpdoppio filamento del DNA rispetto al
singolo del’RNA. | contaminanti comuni, come satiyicleotidi liberi, solventi, detergenti e
proteine dispersi all'interno del campione non sandimite per la funzionalita del saggio. La
procedura prevede la preparazione di una soluzibeguna volta miscelata, ha un segnale stabile
per 3 ore a temperatura ambiente. | campioni vemgocubati per 30" a 37°C, si prepara una
soluzione contenente 199 pL di Q¥biisDNA BR Buffer (Componente B) e 1 pL di Qbit

dsDNA BR Reagent (Componente A), si mescola bgma si prelevano 2 L di soluzione, che
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vengono sostituiti con 2 puL di campione. Si lasniancubazione per almeno 2’ al buio, e poi si

legge nello strumento.

Figura 32 - Procedura di preparazione e caricamento dei camgi@NA sul fluorometro Qubit

Si procede con la preparazione di un gel di agarb% per determinare se il DNA e degradato o
puo essere impiegato per le successive analigl ltiene preparato sciogliendo 0,65 g di agarosio
(UltraPure" Agarose) in 50 mL di TBE 0,5X, a cui si aggiungdh8 pL di SYBR" Safe DNA
Gel Stain (tutti forniti da Invitroger). Una volta pronto, si carica 1 pL di campioneiaithato
con 4 uL di DNA Gel Loading Dye (6X, ThermoFisheciéhtific) e poi si avvia la corsa
elettroforetica per 20’ a 120V.

6.2 TRATTAMENTO CON BISOLFITO

Per analizzare il grado di metilazione sono stegitsi campioni estratti da ogni trattamento
cronico, piu un campione di cellule non trattatessigili ad IM, ed é stato impiegato il kit EZ DNA
Methylation-Gold" (Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA). Questa pcuga, realizzabile in 3
ore, ma che preferenzialmente si esegue in dueagmrpermette la conversione completa con il
bisolfito del DNA ricco in GC, una reazione a calaltcoppiata con denaturazione/conversione
converte le citosine non metilate in uracile. Il BNon viene fatto precipitare, ma viene purificato
e desolforato in uno step singolo usando le spimnen. In questo modo si ottiene un eluato con
DNA ultrapuro pronto per I'analisi di metilazionBer cominciare, si diluiscono i campioni per
avere 600 ng in 20 pL (se il volume é differentertp a secchezza in centrifuga sotto vuoto e
diluisco i 600 ng di DNA con 20 uL di acqua). Lanpa reazione prevede la dissoluzione dei
cristalli presenti nel Ct Conversion Reagent megid&aggiunta di 900 pL di acqua RNase-free,
300 pL di M-Dilution Buffer e 50 pL di M-Dissolvinguffer. A temperatura ambiente si agita sul

vortex per 10, poi si prelevano 130 uL di soluaamogenea e si aggiungono ai 20 pL di DNA,;
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si carica in PCR e si awvia il programma raccoménda lllumina per ottimizzare il protocollo

(Tab. 15).

Tabella 15 -Programma di reazione impostato in PCR

Step 1 Step 2 Step 3
Temperature (°C) 95 50 4
Tempo 30 sec 60’
Durata ripetizioni 16 ore -

Il giorno dopo si pone la piastra in ghiaccio peneno 10’, poi si centrifuga. Si aggiungono, per
ciascun well, 600 pL di Binding Buffer nell’'appasitolonna per l'eluizione, e si miscela |l
prodotto della PCR nella colonnina prima di procedson una centrifuga di 1’ a 21130 rcf. A
guesto punto viene fatto un primo lavaggio con pQ@i M-Wash Buffer e si centrifuga sempre
alla massima velocita per 1'. Si procede aggiungez@ pL di M-Desulphonation Buffer, si
centrifuga, e si fanno due lavaggi consecutivi 208 pL di buffer di lavaggio ogni volta. Infine
si posiziona la colonna su un nuovo tubo di raecelsi eluisce il DNA purificato con 22 pL di
M-Elution Buffer. Questa procedura e completa aslocil DNA provenga da fresco, ma necessita
di un ulteriore step di ripristino (restoration DINAel caso il DNA provenga da paraffina. Il
campione € ora pronto per essere trattato corpglruni reagenti per I'analisi sulla piattaforma

llumina.

Per consentire un'analisi della metilazione del DN&mina offre
una piattaforma per profiling di metilazione costituita da prodotti
chimici e da sistemi come iS¢aa HiScaff. Durante gli ultimi 5 anni
di ricerca sul metiloma, in cui sono stati inclysiogetti come
ENCODE e FANTOMS5, sono state identificate le regienhancer
come siti critici per la metilazione differenzialel’ Infinium
MethylationEPIC BeadChipdi Illumina (Fig. 33) migliora le
performance ottenute dal precedente chip 450k nmenéando il
numero di CpG analizzate di oltre 350.000 nuovii.ldornendo

misurazioni quantitative della metilazione a lieedli singolo sito CpG

per campioni normali e/o provenienti da paraffiR&RE), questo test

offre una potente risoluzione per la comprensiagie d Figura 33 - Infinium
P p P MethylationEPIC BeadChip

cambiamenti epigenetici. L'Infinium MethylationEPB2adChip offre una copertura eccezionale
delle isole CpG, geni RefSeq, cromatina aperta ENEGiti di legame del fattore di trascrizione
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ENCODE ed enhancer FANTOMS. La tecnologia HD Infmi consente la selezione del
contenuto indipendentemente dalle limitazioni asdecalla polarizzazione, spesso associate ai
metodi di captazione del DNA metilato. E importaswétolineare che I'Infinium MethylationEPIC
BeadChip contiene piu del 90% del contenuto origimt Infinium Methylation450k BeadChip,

scelto per fornire una visione ampia e completamkgiloma.

6.3 PROTOCOLLO PER LA PREPARAZIONE DI ILLUMINA @ INFINIUM ® HD

METHYLATION ASSAY
Il test Illuminé® Infinium® HD per la metilazione ha rivoluzionato I'analisild metilazione del
DNA ottimizzando la preparazione del campione eseatendo una procedura efficace. La guida
al protocollo di analisi della metilazione calcdlarofilo di metilazione su migliaia di loci CpG
per campione e supporta I'automazione di un numeito elevato di campioni. Questo protocollo
combina la conversione del bisolfito del DNA genome I'amplificazione dell'intero genoma
(WGA) con acquisizione diretta, basata su arrayr it calcolo dei loci CpG. L'intensita del
segnale viene misurata con il sistema lllumina iSca HiSca? per generare valori beta, una
misura del grado di metilazione in un locus. | valeta possono essere indagati e confrontati tra
campioni per solidi studi su larga scala. Una o sloiede vengono utilizzate per interrogare un
locus CpG, a seconda della progettazione dellassped un particolare sito CpG. L'estremita 3'
delle sonde e posizionata direttamente di frontgital CpG (per Infinium I) o immediatamente
adiacente al sito (per Infinium Il). L'estensioredlel sonde incorpora un nucleotide di biotina o un
nucleotide marcato con dinitrofenile, i nucleotitlie G sono marcati con biotina e i nucleotidi A
e T sono marcati con dinitrofenile. La proceduraallge in 4 giorni e prevede lunghi periodi di
incubazione (Fig. 34). Il primo passaggio e qudllpre-amplificazione: si prepara una piastra da
96 pozzetti MSA4 con 5 pL di DNA convertito cui aggiungono 20 pL di Multi-Sample
Amplification 1 Mix (MA1) e 4 puL di NaOH 0,1 N, igiascun pozzetto, a temperatura ambiente.
Si sigilla e si pone in agitazione a 1.600 rpm Pepoi si fa una centrifuga pulsata a 280 g e si
lascia in incubazione 10’. Si aggiungono 68 pL dnBom Primer Mix (RPM) e 75 uL di Multi-
Sample Amplification Master Mix (MSM), si lascia&gitazione con le stesse condizioni di prima
e poi si lascia incubare in forno a 37°C per 20-24$econdo giorno si eseguono le operazioni di
post-amplificazione. Si centrifuga brevemente laAMSe si aggiungono in ogni well 50 pL di
Fragmentation solution (FMS), si pone sul vortexall.600 rpm, si centrifuga e si lascia in
incubazione a 37°C per un’ora. Allo scadere dedl’@i procede con la precipitazione del DNA.
Per colorare il DNA che precipitera, si addizionanoogni pozzetto 100 pL di Precipitation

solution (PM1), si centrifuga e si lascia incubar87°C per 5’, poi si centrifuga. Si continua
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aggiungendo 300 pL di 2-propanolo, si capovolgeidestra per almeno 10 volte, in modo da
mescolare energicamente la sospensione che si forogmi pozzetto, e si mette in incubazione a
4°C per almeno 30'. Si centrifuga per 20’ a 4°G elisnina il surnatante capovolgendo la piastra
con un movimento deciso. Si lascia evaporare a tiesgiu per almeno 1 ora a temperatura
ambiente; al termine di questo periodo di evaporazisaranno visibili i pellet azzurro-blu del
DNA convertito. A questo punto si procede con $aspensione del precipitato. Si aggiungono 46
puL di Resuspension, hybridization, and wash sauf®Al), che va agitato molto bene prima di
essere utilizzato (per sciogliere i cristalli presaella sospensione), e si pone in incubazione 1
ora a 48°C. Al termine si passa sul vortex e irtrfeiga. A questo punto la piastra viene messa in
freezer a -20°C per la notte. Il giorno successivprosegue con l'ibridazione e il caricamento
dellarray EPIC. | campioni in piastra vengono denati 20° a 95°C e poi si lasciano in
incubazione a temperatura ambiente per 30’. N#kfrgo si assembla la camera (Hyb Chamber)
secondo le istruzioni fornite da lllumifiger il caricamento dei BeadChip EPIC, utilizzad@®

pL di Humidifying buffer (PB2). Usando un’opportur@petta multi canale, estremamente
precisa, si caricano contemporaneamente 26 pL adin@pioni; per capillarita, la soluzione si
distribuisce all'interno di tutto il chip. Chiuderehip all'interno della camera e lasciarli almeno
16 ore, ma non piu di 24, in forno a 48°C. Il gimsuccessivo si continua con i cicli di lavaggio
dei BeadChip ibridati. Si lascia raffreddare la eaana temperatura ambiente per 25’ prima di
aprirla e poi si lavano i chip, dopo aver rimoss@¢llicola protettiva, inserendoli su un rack che
viene immerso ripetutamente per 1’ in 200 pL di é8Bent used to prepare BeadChips” (PB1).
Dopo il primo’ si lavano nuovamente i chip in 20Q @i PB1 pulito. Chiudere ogni chip
adeguatamente nella Flow-Through Chamber con gbsipi vetrini ben puliti con etanolo al 70%.
A questo punto i chip vengono sottoposti ad unaiseza di lavaggi con RA1, XStain BeadChip
solution 1 e 2 (XC1 e XC2), Two-Color Extension MasMix (TEM), formammide al 95%,
Superior Two-Color Master Mix (STM), XStain Bead@lsolution 3 (XC3), mantenendo i chip
in immersione a 44°C, poi si prosegue con ultetaraggi con STM, XC3, Anti-Stain Two-Color
Master Mix (ATM) a 32°C. Infine si lavano nuovamenh PB1 e XC4; si passano su un panno
bagnato con etanolo al 70% e si caricano i chipatchina, avviando I"lllumina Iscan Control

Software’.
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Figura 34 - Procedura operativa del protocollo dell’assay liofimHD Methylation

7 - ANALISI STATISTICA
Per I'analisi statistica € stato utilizzato il sedire Array Tool BRB (http://linus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html), un pacchetto integrato per la uaiizzazione e [I'analisi statistica
dell’espressione genica dei Microarray, del copsnber, dei dati di metilazione e dellRNA-seq.
| tool analitici e di visualizzazione sono integrat excel come componente aggiuntivo e sono
stati sviluppati nel sistema statistico di R, otthe nei programmi C e Fortran, e nelle applicazion
Java. E stato utilizzato questo tool per realizaawetest F di confronto mediante supervised
clustering con il fine di identificare miRNA e mRNderegolati tra i diversi gruppi di studio.
Abbiamo filtrato i dati per escludere quei miRNAwegli mMRNA il cui valore di espressione fosse

inferiore al 10% in tutti i campioni, i imanentbgo stati selezionati in modo da selezionare quelli

68



che presentavano un valore di fold change di aln2eponti in entrambe le direzioni rispetto alla
mediana delle intensita dei mIRNA/MRNA in tuttidrapioni. E stato eseguito un primo cluster
non supervisionato che ci ha permesso di ripartieanpioni in due sottocategorie: 1) contenente
i campioni NT, 0,05 e 0,2 uM IM resistenti, 2) dii¢anno parte i campioni da 0,3 a 3 uM IM
resistenti. | due gruppi sono stati indicati, rispamente, a bassa e ad alta concentrazione.
Dall’analisi univariata (P< 0,05) sono stati idéntti i miRNA e gli mMRNA che sono risultati
significativamente deregolati [200].

Per quanto riguarda la metilazione, I'analisi daiice stata realizzata mediante il software
GenomeStudio che permette di realizzare un’efficacalisi della differente metilazione dei
campioni analizzati. E dotato di strumenti di vi&mazione avanzati che consentono di visionare
grandi quantita di dati in un singolo grafico, cohmatmap, grafici a dispersione (scatterplot) e
grafici lineari. Questi tool e il GenomeStudio GereBrowser mostrano informazioni utili per
codificare le CpG selezionate, come le coordinatenosomiche, la percentuale di GC, la
posizione in un'isola CpG e i valoridi metilazione. | dati sono poi stati elaboratiercel,
considerando validi solo quelli con un p-value €01, e sono stati calcolati iAvg (average)
sottraendo aivalue il corrispondente valore proveniente dal camg@non trattato. Sono stati poi
selezionati dei range di significativita, e la nfeatione di un sito & stata considerata signifi@ativ
seil Avg<0,330>0,33.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Circa il 20% dei pazienti affetti da CML non risgtenal trattamento con IM, sia a causa di
resistenza primaria, sia in seguito ad acquisizitinesistenza secondaria. Recentemente, fra i
meccanismi proposti per la mancata risposta atatranto, vi sono la sovraespressione di
trasportatori di membrana, I'alterata espressia@iardRNA e un’anomala metilazione del DNA.
Per svolgere le analisi e stata utilizzata unaaliogllulare di CML in crisi blastica, le K562. In
particolare, sono state sviluppate 6 sub-coltuksdi2 resistenti a concentrazioni crescenti di IM:
da 0,05 pM fino a 3 uM. Prima di ogni cambio dncentrazione (0,05 u® 0,2 uM® 0,3 pM

® 0,5 uM® 1 pM® 3 puM) e stata valutata la vitalita cellulare pefidire l'instaurarsi di
resistenza. Le linee cellulari cosi generate sdate slefinite resistenti ad IM solo se la vitalita
cellulare era superiore al 90%. La valutazionepdefiling e stata effettuata sia dopo trattamento
acuto - 24 h, 48 h, 72 h - sia dopo trattamentaicoo(tempo Oh al cambio di concentrazione). In
figura 35 e stato invece riportato 'andamentoaleitalita, alle diverse concentrazioni testate, in

seguito ad incremento della dose somministrata.

Figura 35 - Vitalita delle cellule K562 a concentrazioni di Iflescenti, misurata alle 0, 6, 24, 48, 72h

Come si osserva dalla figura, la crescita cellulaigeguito alla somministrazione del trattamento
si € mantenuta pressoché costant®8% di vitalita) per la concentrazione di 0,05 uM.
Successivamente, per le altre concentrazioni tedtavitalita &€ calata sensibilmente nelle 72 ore
successive all'incremento di dosaggio. Prima diiogambio di concentrazione, grazie alla

collaborazione avviata con il Dipartimento di Meda Specialistica, Diagnostica e Sperimentale,
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e stato valutato, mediante sequenziamento difetfaresenza di mutazioni nel gene BCR-ABL.
Questo ci ha permesso di escludere che la compareaistenza nelle linee cellulari resistenti
fosse dovuta alla comparsa di mutazioni puntifaneligene chimerico. Inoltre, grazie alla stessa
collaborazione, abbiamo anche escluso che la eegstfosse dovuta alla sovraespressione di

BCR-ABL, altro fondamentale, e tra i piu conosgciatieccanismo di resistenza identificato.

1 - ANALISI dellESPRESSIONE degli mMRNA

1.1 TAQMAN® HUMAN ABC TRANSPORTER ARRAY
Per identificare potenziali proteine del traspoderegolate €& stato analizzato il profilo
dell’espressione dei trasportatori ABC mediante spexifico TagMafi array. In particolare, sono
stati esaminati campioni di RNA delle cellule K5&Bistenti alle diverse concentrazioni di IM.
Al termine di ciascuna corsa, la macchina resttiisn valore di Ct, ovvero il numero di cicli in
cui la curva di amplificazione del’lmRNA in fasepesenziale supera il valore soglia. Per
normalizzare i valori ottenuti, sono stati sotirattCt dei campioni la media dei Ct del GAPDH,
usato come controllo endogeno. Il clustering nopesusionato del profilo di espressione dei
trasportatori ABC ha mostrato che le cellule ttattzon la concentrazione minore di IM sono piu
simili fra loro rispetto a quelle trattate con centrazioni piu alte (da 0,3 a 3 uM IM res), che

formano un unico gruppo a sé stante (Fig. 36).

Figura 36 - Diagramma del cluster dei campioni, usando laetarione centrata e I'average linkage
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Nella figura 37 e stato riportato il cluster getaco dei geni significativi e la loro disposizionei

campioni.

Figura 37 -Heatmap dei trasportatori clusterizzati secondsplaiglianza dei campioni

Come si deduce dalla figura, i campioni mostrana separazione nei livelli di espressione per
cui, dopo essere stati trattati con una concemtnazpari o superiore allo 0,05 uM, subiscono
un’inversione netta nei livelli di espressione deni analizzati. Questo dato € molto importante
poiché ci permette di capire che lentamente leuleeliniziano a modificare i loro livelli di
espressione in seguito al trattamento con il faomacad un certo punto - nel nostro caso
coincidente con la somministrazione della conceidree 0,5 UM - il cambiamento e brusco e
perfettamente riscontrabile nei campioni da noiliarati e si delinea un profondo aumento
dell’'espressione dei trasportatori di membranaabella 16 sono stati riportati i valori diCt,
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FDR (Fold Discovery Rate, <0,05) e i p-value, danitv dall’analisi statistica eseguita con BRB

Array tool.

Tabella 16 -Espressione dei geni degli RNA significativi, FDR-@alue
GENI | auato) | ires | Wires | Irtes | Wires | res | 'res | FOR | pvalue
Classi BASSA | BASSA | BASSA | ALTA ALTA ALTA ALTA

conc conc conc conc conc conc conc
ABCG2 12,033 11,427 12,264 12,656 10,152 8,302 D,719 0,002 | 2,81E-0%
ABCA7 7,138 7,665 6,975 6,987 5,748 4,141 4,181 0@, 0,0001
ABCA3 8,294 7,796 7,495 7,247 5,192*; 5,23p 4,316 08, 0,0001
ABCC9 16,5 14,697 14,879 13,78p 13,126 11,766 12,12 0,002 0,0001
ABCBS8 5,481 5,826 54 5,477 3,214 3,198 4,468 0,0030,0003
ABCB6 5,359 5,293 4,964 4,507 3,76 2,58p 3,176 4,Jo 0,0004
TAP1 8,847 8,848 8,655 9,144 7,836 6,886 6,91 0,J04,0006
ABCC13| 14,033 14,697 14,879 14,485 13,704 12,453 ,6111| 0,008 0,0013
ABCA6 13,642 11,961 13,331 13,59p 11,413 11,399 59®,| 0,008 0,0014
ABCB10 4,856 4,116 5,158 4,783 3,608 1,848 3,626 01®,| 0,0024
TAP2 7,677 6,251 6,756 7,001 4,408 5,646 5468 4,01 0,0028
ABCC10 7,219 6,837 6,822 6,808 5,85) 4,809 5,881 01®,| 0,0036
ABCC5 6,831 6,085 5,974 6,732 4,622 4,186 5,825 16,0 0,0039
ABCC1 7,675 6,245 6,299 6,482 5,31 4,779 5,624 0,920,0052
ABCD3 7,449 6,963 6,41 6,356 4,78] 4,984 5,9%3 H,J2 0,0068
YWHAZ 6,938 5,845 5,482 5,401 4,561 4,29y 4,842 26,00 0,0078
ABCA2 8,442 7,882 7,622 7,661 6,793 6,208 7,3 9,05 0,0187
ABCE1 4,74 3,599 3,51 3,729 2,648 2,445 2,80 0,067,0223
HMBS 4,95 3,763 4,269 4,388 2,99¢ 2,8¢ 3,899 0,0680,024
ABCF1 6,901 5,903 6,354 6,583 5,919 3,874 4,326 83,0 0,0307
ABCA11l 9,254 8,507 8,89 9,887 8,1 7,414 8,842 0,1p3 0,0419
ABCAS8 7,984 7,487 7,339 8,098 7,053 5,598 6,583 03,1 0,0419
ABCF3 5,613 4,942 4,864 4,256 3,835 3,879 3,02 0,11 0,0482

Fra i trasportatori risultati significativamenteregolati, degno di nota € ABCG2.

ABCG2 appartiene alla superfamiglia di trasporia#drP-binding cassette (ABC), sottofamiglia

White, noto per il suo coinvolgimento nella multifeaco resistenza. ABCG2 e un trasportatore di

xenobiotici ad alta capacita, con un‘ampia spetfidi substrato. Si ritiene che questa proteina

contribuisca a fornire un meccanismo di difesautale in risposta all'impiego di farmaci

antitumorali e, poiché e stata osservata un’esjpresssignificativa di questa proteina nella

placenta, é stato suggerito che possa svolgeraala potenziale di difesa in questo tessuto. La
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sovraespressione dei trasportatori ABC, diminudiugdake dei farmaci, aumenta I'efflusso delle
molecole e provoca un abbassamento netto dellaentnazione citoplasmatica, riducendo
I'efficacia del trattamento e favorendo I'insorgarti resistenza. Quando gli inibitori TK si legano
ai trasportatori ABC, in particolare ABCB1 e ABCGPegame del substrato con i siti di legame
ad alta affinita induce una over-espressione dstjwasportatori [201]. Anche altri trasportatori
ABC, della sottofamiglia di tipo C, come ABCC1 e 8B1 da noi trovati iperespressi, partecipano
al fenomeno di sviluppo di resistenza. Data l'iefiea di questi trasportatori sull’azione degli
inibitori TK, la somministrazione di antagonistiideasportatori ABC potrebbero fornire un
supporto per invertire questo processo [202].Ultasi da noi osservati trovano conferma anche
nel lavoro condotto da Dharmapuri e colleghi i qualun layout sperimentatale analogo a quello
svolto da noi in cui é stato analizzato il livetloespressione dei trasportatori ABC in cellule di
CML K562, hanno dimostrato che ABCG2, ABCA2, ABBERABCCS5 sono sovraespressi nelle
cellule resistenti al farmaco rispetto a quelle nattate [203]. Questi trasportatori, agendo
simultaneamente, sono responsabili dello sviluppaedistenza poiché inibiscono numerosi
pathway di trasduzione del segnale, fra cui PGERHeANFkB, Wnt-GSK3 - -catenina e quello

di Ras-Raf-MEK-ERK. Per quanto riguarda I'applica® clinica, € stato dimostrato da Kim e
collaboratori, che i pazienti presentanti un’altspressione di ABCG2 hanno una ridotta
sopravvivenza priva di progressione (PFS) e undoasto clinico [204] se trattati con dasatinib.
Un altro studio, che si trova in accordo con i nastultati e quindi con la precedente letteratura
e rappresentato da quello svolto da Steinbachlegtn] in cui viene confermato che ABCAZ2,
ABCA3, ABCB2 e ABCCI10 risultano sovraespressi WL pediatrica, confrontando i
campioni provenienti dai pazienti con quelli deritiada midollo osseo sano; fra questi, il piu

importante trasportatore coinvolto nella resistem2B8CA3 [205].

2 - ANALISI del PROFILO di ESPRESSIONE dei MIRNA

2.1 TAQMAN® LOW DENSITY ARRAY POOL A
Per analizzare i miRNA deregolati in seguito atténmento a lungo termine con IM, e stata
effettuata un’analisi della loro espressione meediamicroarray. L’'analisi € stata effettuata sulle
cellule K562 rese resistenti alle diverse conceitra crescenti (0,05 uM 0,2 uM® 0,3 uM
® 0,5uM® 1 uM® 3 uM) di farmaco. In aggiunta e stata condotta ticercain silico per
determinare i possibili/probabili target dei miRNi&ultati deregolati.
L'array TagMarf Low Density Pool A ha permesso di analizzare siamgamente 384 miRNA
osservando una media di circa 250 miRNA espresss4enon amplificabili. E stato valutato
'andamento progressivo con lI'incremento della daggiegata nei diversi step ed i dati sono stati
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analizzati mediante piattaforma R (Fig. 38), impasio un’analisi analoga a quella eseguita per i

trasportatori.

Figura 38 - Diagramma del cluster dei campioni, usando la taziene centrata e I'average linkage

Il clustering gerarchico del profilo di espressial® miRNA ha mostrato che le cellule non trattate
o trattate con basse concentrazioni si dispongowiipendentemente da quelle trattate con
concentrazioni maggiori. In particolare, sulla baks# profilo di espressione dei miRNA, i
campioni si suddividono in due cluster, definigpettivamente a bassa e ad alta concentrazione.
Del primo sottogruppo fanno parte le cellule nattéate, e quelle trattate con le concentrazioni
0,05 e 0,2 uM; al secondo appartengono a quettatieacon 0,3 - 0,5 - 1 - 3 uM. Invece, in figura
39 é stato mostrato il VolcanoPlot rappresentatelisposizione dei miRNA fra i campioni

analizzati e, in figura 40, é riportata la heatrdapmiRNA significativamente deregolati.
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Figura 39 - VolcanoPlot rappresentativo di come si dispongomiRNA nei campioni analizzati

Figura 40 -Heatmap dei miRNA significativi nei campioni analki

Mediante la funzioneclass comparison’ multivariate permutatiam BRB array tool sono stati
identificati i miRNA differenzialmente espressi rokie diversi gruppi; I'analisi statistica per le
differenti espressioni e stata ottenuta usandovarianza t-statistica random per ogni miRNA. In

particolare, dalle analisi eseguite, sono emersimRNA la cui espressione variava
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significativamente (p-value < 0,05) fra il gruppattato con basse concentrazioni di IM e quello
ad alte concentrazioni: miR-193b-3p, miR-486-5pR#bBil2-3p, MiR-517a-3p, miR-365a-3p,
miR-372-3p (Tab. 17).

Tabella 17 -Espressione dei miRNA significativi e relativo plua

. NT (non| 0,05uM | 0,2uM | 0,3 uM | 0,5 uM 1pMm 3uM i
MIRNA trattato) | IMres IM res IM res IM res IM res IM res p-value

Classi BASSA conc ALTA conc
MmiR- 8,975 | 8894 | 10024 12,862 10487 14,408 1324 6,019
193b-3p
miR- 5,138 5,277 5,969 8,668 6,141 7,636 7,477 0,0267
486-5p
miR- 15,73 16,23 18,639 13,447 9,902 14,343 8,8 0,0307
512-3p
miR- 16,064 16,23 19,346 14,661 10,555 14,309 10,g12 360,0
517a-3p
miR- 12,466 12,148 14,748 19,00% 15,148 15,381 16,262 0449
365a-3p
g‘;gép 16,064 16,23 19,346 14,481 13,275 15,492 11,451 464,0

In seqguito, sono stati identificati silico i target dei miRNA significativi mediante 'impiegdi
programmi che permettono di predire i target piababili. Sono stati utilizzati 5 programmi
(TargetScan, DianalLab, mirDB, microrna.org, TarBagg, ed il target e stato ritenuto attendibile

se almeno 4 su 5 erano concordi (Tab. 18).

Tabella 18 -Elenco dei geni target predetti per i miRNA sigrafivi
mMiR-193b-3p | mMiR-486-5p | mMiR-512-3p| miR-517a-3p miR&b5a-3p| miR-372-3p

ARIDAD L | o | LATS2
FHDC1 TOB1 PHFL3 USP48 ZNF800

SOS? FOXOL PDIK1L VSTM2B NR3C2 OXR1
AP2M1 CTDSPL2 DHX40 DBN1 ACVR1 ZNF367
PLAU HAT1 SPOP FOXJ3 ARRB?2 ELAVL2
CTDSPL2 PTEN FeL2 USP1 EHF UBE2B
TNIP1 TGFBR2

DOCKS TRPA1 TBK1 MYT1L

CSPG5 ESRRA

Successivamente, la seconda fase del lavoro hasforéanalisi dei pathway in cui tali geni sono
coinvolti per capire quali fossero simultaneameetplati dai miRNA presi in esame (mirPath
v.3). | principali pathway individuati in questaadisi sono riportati in tabella 19 e la principale

via di trasduzione, comprendente geni modulatudaité miRNA, € quella di ErbB (Fig. 41).
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Tabella 19 -Riassunto dei pathway interessati dalla regolazémeniRNA significativi

PATHWAY INTERESSATI MiRNA coinvolti p-value

. . . iR-193b-3p, miR-486-5p, miR-512-3p, miR-517a-3p,

Pathway di segnalazione di Erh é;iR-SGSa-IBp, MiR-372-3p 0.000587
Degradazione degli acidi gras§i  miR-486-5p, miR-8p2miR-517a-3p, miR-365a-3p 0.000178
Malattie prioniche miR-193b-3p, miR-512-3p, MiR-363p 2.3121080069F&
Glioma miR-193b-3p, miR-365a-3p, MiR-372-3p 0.02014
Sintesi degli ormoni tiroidei miR-193b-3p, miR-486- 0.005804
Biosintesi dei glico-sfingolipidi | miR-193b-3p, mi&t2-3p 0.0410675

Figura 41 - Pathway di segnalazione di ErbB

L’attivazione o inattivazione di alcuni pathway signalazione intracellulari svolge un ruolo

critico nella biologia delle cellule staminali tunadi. | pathway associati con una up-regolazione

dei miRNA nelle micro-vescicole blastiche, nella CM nell’AML, sono principalmente quello

che coinvolge ErbB e quello di PI3K/Akt. Queste di¢rasduzione sono principalmente correlate

alla vitalita cellulare, all'apoptosi, al metabotie e alla tumorigenesi [206]. | membri della

superfamiglia ErbB (0 EGFR/Her), che includono E@HRBB1/Herl, ErbB2/Her2/Neu,
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ErbB3/Her3 e ErbB4/Her4, sono target comuni parriaci antitumorali in virtu della loro alterata
funzione in molte patologie tumorali. Questi reggttondividono la stessa struttura globale: una
regione extracellulare, una regione transmembranaaecoda intracellulare carbossi-terminale
che contiene un sito di autofosforilazione deltadina. L'attivazione di oncogeni per mutazione
o aumento del numero di copie (amplificazione d&iA), insieme alla perdita di attivita dei geni
oncosoppressori per mutazione o diminuzione di mardecopie, sono alterazioni somatiche del
genoma che determinano lo sviluppo del cancro [20Y]generale, quindi, geni che sono
comunemente amplificati o deleti spesso includontazioni puntiformi che attivano o silenziano
guesti oncogeni. L’attivazione di questi ultimi,nce per esempio quella di ErbB2, fornisce
'opportunita di sviluppare target terapeutici dupiscano la proteina stessa o gli eventi a valle
di questo recettore [208]. Questo dato é di pdereanteresse perché suggerisce la possibilita di
utilizzare un inibitore di questo pathway, per epgniapatinib - inibitore della tirosin-chinasi a
doppio strato del recettore del fattore di cresefimermico (EGFR) - in combinazione con altri

farmaci citotossici, per aumentare I'efficacia ttattamento in pazienti affetti da leucemia [209].

3 - ANALISI DEI LIVELLI DI METILAZIONE DEL DNA
Il processo di metilazione aberrante nei tumoragigolarmente complesso, tuttavia ci sono due
punti fermi degni di nota: I) I'ipermetilazione din’isola CpG di un promotore & associata
all'inattivazione dei geni oncosoppressori codifita non codificanti, Il) & presente una generale
ipometilazione globale del genoma nel cancro, coaeentemente dimostrato dall'esistenza di
blocchi di DNA ipometilato. Una conoscenza appraiitaen del meccanismo di metilazione del
DNA nel tumore ha una importante rilevanza cliniPaima di tutto perché puo fornire nuovi
biomarcatori epigenetici che affianchino i classndicatori diagnostici e prognostici per predire
la chemiosensibilitd ad un farmaco; secondo peptligessere esso stesso un target per nuove
molecole, cosi come lo sono le DNA metiltrasfenasi trattamento delle patologie ematiche
[210,211]. In questo contesto € assolutamente sagesavere a disposizione tecniche robuste e
accessibili che permettano di acquisire un prafilmetilazione del DNA completo. Al momento,
il sequenziamento genomico con bisolfito di clorultipli rappresenta il gold standard per la
determinazione dello stato di metilazione di ungus&iza di DNA. Questa strategia, combinata
con una chimicadeep-sequencingha permesso il completamento della sequenzardetb
genoma umano [212,213]. Tuttavia, ottenere metiluaitern di metilazione) di DNA umano
completo richiede un grande sforzo in termini dip® e budget e quindi sono ancora pochi quelli
disponibili e, generalmente, associati ad un akellb di specializzazione. Sono necessari

microarray di DNA perfettamente validati e complebn una grande copertura genomica per
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essere in grado di rilevare gli SNP genome-widestm® infatti ampiamente utilizzati negli studi
GWAS. Tra i microarray utilizzati, la piattaformidlumina Infinium HumanMethylation450
BeadChip 450.000 Cp@I50K, lllumina Inc., CA, USA) per studi di metdimne del DNA [214]

ha raggiunto un posto predominante nel mercato ar@a scientifica, essendo non solo la
piattaforma di elezione per gli studi del Cancem@ue Atlas (TCGA) [215], ma anche per
numerosi studi che interrogano i campioni tumaahdi fuori di questi database [216], il processo
di invecchiamento [217] o la variabilita interindivale [218].

Anche se i cambiamenti nei pattern della metilagi®ono stati ampiamente analizzati in numerose
patologie maligne, i dati generati sull'impatto ldahetilazione nella CML sono ancora piuttosto
ridotti e spesso limitati a singoli geni o ad umgas numero di geni. Tuttavia, con lo sviluppo
delle recenti tecnologie all'avanguardia, € sengitepossibile ottenere un’analisi estensiva e
performante della metilazione dei campioni di CMtilizzando I'approccio del sequenziamento
con il bisolfito come riducente (RRBS). Un esemgio lavoro svolto da Heller e colleghi che,
analizzando campioni di pazienti affetti da CML s differenti stadi della malattia, hanno
dimostrato che il numero dei siti CpG metilati amtaenotevolmente durante la progressione dalla
patologia CP-CML ad AP/BC-CML [153]. In aggiuntarno sequenziato I'RNA (RNA-seq), per
studiare I'espressione genica negli stessi campigmincipali vantaggi nellimpiego di RRBS,
confrontandolo con le tecniche di microarray, soappresentati dall’alta sensibilita, dalla
risoluzione al singolo nucleotide, dall'ampia cdapea di CpG e dalla quantita minima di DNA
richiesta [219]. Dalle analisi € emerso che ladmta dei siti CpG metilati € significativamente
maggiore nei pazienti affetti da CML rispetto antolli sani e, soprattutto, con il progredire dell
patologia si passa dalla CP in cui i valori somoilsia quelli dei controlli - e questo supporta la
teoria per cui la CP-CML sia principalmente guidadddla traslocazione BCR-ABL - fino alle fasi
AP e BC in cui il numero di siti metilati e sigrifitivamente piu elevato. Questo fenomeno
potrebbe indicare che la metilazione sia un pracesgemamente importante per la progressione
della patologia. Anche nei campioni da noi analizzavvero cellule in crisi blastica, & possibile
evidenziare un notevole aumento del numero di CBlae (Fig. 42). In particolare, come si
osserva nello scatterplot, globalmente, il numésitdmetilati € esponenzialmente maggiore nelle

cellule diventate resistenti al trattamento allacamtrazione piu alta utilizzata (3 uM).
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Figura 42 - Rappresentazione grafica (scatterplot) del numesitidnetilati nel campione di CML K562 non
trattato con IM 41A) e in quello resistente alla massima concentrazidiizzata, 3 tM41B)

Dall’analisi dei siti che risultano metilati conrltremento del dosaggio, si puo osservare che le
“nuove” CpG metilate sono localizzate principalnesall’interno o in prossimita delle isole CpG.
Questi siti possono essere coinvolti nella regolaeidell’espressione dei geni trascrizionali cosi
come la metilazione delle isole CpG e fortemengeciata con il silenziamento genico [149]. Dato
che lo stato di metilazione puo influenzare il legacon i fattori di trascrizione interessati [220],
e altamente probabile che le differenze di metlagidel DNA nelle sequenze enhancer esercitino
un ruolo importante nella funzionalita cellularetissutale, e che i profili alterati possano
contribuire all'insorgenza di malattie e resistematdrattamento farmacologico. Il lancio di una
nuova piattaforma di 853.307 CpG (850K) per la raetbne del DNA, la MethylationEPIC
BeadChip Infinium, e stato un aiuto fondamentale g¢éenere lo sviluppo di una tecnologia
altamente performante. Questo BeadChip, infattipripora 333.265 siti CpG ubicati in regioni
enhancer identificate dai progetti ENCODE [221]A&NAFOMS5 [222]. E stato dimostrato che la
nuova piattaforma € in grado di riprodurre in maamieccellente i dati di metilazione dell'array
450K, inoltre, a differenza di quest'ultimo, € inado di analizzare anche i campioni di DNA
estratti dalla paraffina. In aggiunta, I'EPIC indu59 polimorfismi utilizzati per i processi di
controllo qualita.

| dati grezzi provenienti dalle nostre analisi {Jdsono stati normalizzati (normalizzazione di
controllo) e il background e stato corretto utiéimglo il modulo di metilazione (1.9.0) disponibile
sul software GenomeStudio (v2011.1). Tutti i calcsihtistici sono stati eseguiti mediante
piattaforma R (v.3.1.1), in accordo con quanto egeglurante la realizzazione dello studio di
Moran e collaboratori [223]. | marcatori CpG presen MethylationEPIC sono stati classificati

in base alla posizione cromosomica, alla chimicH'lalégnium utilizzata per interrogare |l
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marcatore (Infinium I, Infinium 1) e alla regiorael gene della categoria caratteristica secondo
'annotazione UCSC (University of California, Safauz Genome Browser Gateway- TSS200,
TSS1500, 5'UTR, 1° esone, Corpo, 3'UTR). In relagia quest'ultima classificazione, le categorie
includevano TSS200 come regione compresa tra @éa@8 a monte del sito TSS, la categoria
TSS1500 classificava le CpG collocate 200-1500 pp@sia di TSS, invece la 5'UTR includeva la
regione tra il TSS e il sito iniziale (ATG). Le C@B'interno del primo esone di un gene sono state
considerate come appartenenti alla categoria eqaelle a valle del primo esone, comprese le
regioni introniche fino al codone di stop, sonotestalassificate come corpi genici; le CpG
localizzate a valle del codone di stop fino al s¢gmli poli A sono state considerate come 3'UTR,
mentre quelle che non appartenevano a nessunapdetiedenti categorie sono state annotate
come intergeniche. Dall’'elaborazione di queste rimfaizioni sono stati organizzati i campioni
selezionando solo i valori diAvg accettati, e sono stati confrontati fra loreari campioni
studiati. Sono poi stati selezionati i geni chenerandati incontro ad un differente metilazione a
partire dalla prima somministrazione (0,05 uM) drniaco, e avevano mantenuto questa
alterazione anche alla concentrazione maggiord8 Questo ci ha permesso di identificare geni
che potrebbero, eventualmente, essere biomarcptedittivi di resistenza perché, subendo
modificazioni sin dal primo contatto con il farmagmtrebbero rappresentare un possibile target
per una terapia mirata che inverta questo proagisseetilazione. In figura 43 e stata riportata la
heatmap che rappresenta come si dispongono i geredtemente metilati nei diversi campioni
analizzati. Sono mostrati i livelli di metilaziorkelle CpG significativamente deregolate tra le
cellule trattate con basse concentrazioni di IMiellg resistenti alle piu alte concentrazioni. Come
visibile dal grafico, vi & una netta contrapposiadra il gruppo a bassa concentrazione e quello
ad alta, in quanto, a partire da 0,3 uM si ha uevale incremento del numero di siti coinvolti

nella metilazione rispetto alle cellule non tradtat
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Figura 43 -Heatmap che indica i livelli di metilazione dell@@G significative e i geni cui appartengono

E interessante osservare che la maggior parte itlecanvolti dallaumentata metilazione
appartengono a isole che clusterizzano per speg#ia. | principali pathway regolati da questi
geni alterati sono rappresentati nelle figure 4% ee coinvolgono soprattutto I'adesione cellulare,
il pathway di segnalazione del p53, il tumore @gllometrio e la biosintesi del’amminoacil-t-
RNA (Tab. 20).
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Figura 44 -Interazione fra i pathway regolati dai geni sigrafivi

Figura 45 - Principali meccanismi fisio-patologici in cui intemgono i geni metilati

Queste rappresentazioni sono state realizzate zaafido il software Enrichr
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr). In particgldeefigura 44 evidenzia il numero di geni
coinvolti per ogni meccanismo attribuendo un colmgso chiaro, ed una maggiore lunghezza
della barra, ai meccanismi modulati da un maggionero di geni. Il software Enrichr contiene
un’ampia collezione di diverse librerie genichepaisibili per le analisi; in totale, questo tool
contiene 180.184 set di geni provenienti da ol@2 lbrerie di set genici.
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Tabella 20 -Elenco dei processi coinvolti dalla metilazione geii significativi predetti mediante Enrichi
Processi coinvolti p-value
Giunzioni aderenti o di ancoraggio 0,0081
Pathway di segnalazione Hippo (oncosoppressori) 0,0172
Biosintesi aminoacil-tRNA 0,0754
Tumore dell'endometrio 0,0754
Pathway di segnalazione del p53 0,0754
Cardiomiopatia aritmogena del ventricolo destro 0,0754
Invasione batterica dell'epitelio cellulare 0,0754
Resistenza all'insulina 0,0754
Pathway di segnalazione della neurotrofina 0,0754
Morbillo 0,0754
Migrazione trans-endoteliale dei leucociti 0,0754
Pathway di segnalazione dellinsulina 0,0754
Giunzioni occludenti 0,0754
Molecole di adesione cellulare 0,0754

Il gene HARS (Istidil-tRNA sintetasi), che risulta significaimente ipometilato nelle cellule
resistenti ad IM, fa parte delle aminoacil-tRNAtasi, una classe di enzimi che scambiano il tRNA
con il loro amminoacido analogo. La proteina cadifa da questo gene € un enzima citoplasmatico
appartenente alla 2° classe della famiglia dellénaatil-tRNA sintasi. Questo enzima e
responsabile della sintesi della istidil-trasfer/RNche € essenziale per I'incorporazione delle
istidine nelle proteine. Il gene si trova in unemiamento testa a testa con HARSL sul cromosoma
5, dove i geni omologhi condividono un promotordita@zionale. Spesso, il prodotto genico € un
bersaglio per gli auto-anticorpi nelle patologigcammuni polimiosite e dermatomiosite [224].
Per quanto riguarda le possibili associazioni toancro, e stato dimostrato da He e collaboratori
'associazione dell’allele minore del polimorfisme801186 stHARScon un incremento del
rischio di sviluppare tumore al seno [225]. Ingltrecentemente, € stato riportato che mutazioni
nell'introne diHARSpossono regolare i livelli di trascrizione del gdrersaglio influenzando |l
legame proteico [226]. Infine, HARS e coinvolto Iaelvia di segnalazione mitogenica e
nell'attivazione della stessa cascata di trasdezael segnale [227].

I geneCTNNA3(catenina 3) codifica per una proteina appartenente allaghadelle vinculin-
-catenine [228]. Questa proteina svolge un ruolBadesione fra cellule adiacenti nei tessuti
muscolari. La presenza di mutazioni in CTNNA3 pg8ere associata con displasia aritmogena,
familiare, al ventricolo destro. Sfortunatamentanamento, in letteratura non sono presenti studi

che spieghino quali effetti abbiano le ipometilaia carico di questi due geni in pazienti affetti
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da CML o da altri tipi di tumore, ma, poiché sonotiwsto recenti gli studi sulla metilazione e le
nuove tecnologie in grado di analizzare il metilpmagossibile che nel giro di qualche anno si
possa superare questo gap nei processi di farnssiereza.

Il genePTPRFcodifica per il recettore di tipo F della proteiti@sin-fosfatasi ed € un membro
della famiglia delle PTP. Le PTP sono note per resseolecole di segnale che regolano
un’incredibile varieta di processi cellulari, fraida crescita cellulare, la differenziazione,idlo
mitotico e la trasformazione oncogenica. La PTPRBsede una regione extracellulare, una
singola regione transmembrana e due domini caiahtracitoplasmatici, che lavorano in tandem
e che rappresentano la peculiarita della famiglBR.RI sito extracellulare contiene tre domini Ig-
simili e 9 domini non Ig-simili che hanno affiniti struttura con quelli della molecola di adesione
delle cellule neurali. Questo gene, inoltre, semtwavolto nella regolazione dell’adesione
cellula-cellula nel tessuto epiteliale e nelle gioni di ancoraggio, e nel controllo del segnale
delle -catenine [229]. La fosforilazione tirosinica e processo reversibile ed € governata dal
bilanciamento fra le azioni delle proteine tirosimnasiche (PTK) e delle PTP. Tuttavia, anche se
nel corso degli ultimi 20 anni sono stati compiatpltissimi progressi nel comprendere il
significato delle numerose PTK nella trasduzionlesdgnale, si sa ancora poco delle PTP, e solo
recentemente e diventata evidente la complessgaatita famiglia di proteine [230].

Il geneTP73(proteina tumorale) codifica per un membro dediaiglia dei fattori di trascrizione
del p53 coinvolto nelle risposte cellulari alloests e allo sviluppo. Si trova in una regione sul
cromosoma 1p36, la quale risulta frequentementetalelel neuroblastoma e in altri tumori e si
pensa possa contenere piu geni oncosoppressdtimmastrazione che questo gene € espresso in
maniera monoallelica (probabilmente ereditato @lédle materno), supporta l'idea che si tratti di
un gene target per il neuroblastoma. Sono statetiibate per questo gene molte isoforme
risultanti da splicing alternativo e/o uso di prdoroalternativi, ma la validita biologica e |la ned
dell'intera lunghezza di alcune di queste variaoti sono ancora note. La metilazione e associata
con il silenziamento della trascrizione dei geré operano a livello del differenziamento cellulare,
dell’apoptosi, della regolazione della crescita edlad segnalazione cellulare, conferendo un
vantaggio selettivo alle cellule maligne. Dai ratil emersi dal nostro studio, il livello di
metilazione diTP73aumenta con I'acquisizione di fenotipi piu aggnégss maligni da parte delle
cellule tumorali, ovvero con lo viluppo di resistananche ai dosaggi maggiori utilizzati. Questo
dato € in accordo con quanto dimostrato da Moroleghi [231], il cui studio dimostra che,
nonostante la frequenza della metilazione sia aabaa alta nei pazienti con BC, rispetto a quelli
con CP, l'incremento di metilazione di PRDM2, RUNK3 P73 € associata con la progressione
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tumorale; questo dato pero, non trova corrispona@an la sopravvivenza dei pazienti, per la
guale sembra non ci siano correlazioni con il grdidoetilazione [232].

Per quanto riguarddRHGEF10 questo gene, localizzato vicino ad una regiotlegata al cancro
sul braccio corto del cromosoma 8 (8p), codificayefattore di scambio del nucleotide (GEF)
Rho-guanina. Questo fattore regola l'attivita deB&Pasi Rho stimolando lo scambio della
guanina difosfato (GDP) con la corrispondente $fito (GTP), giocando un ruolo fondamentale
nella morfogenesi neurale. La perdita del braccidocdel cromosoma 8 e stata osservata nel
carcinoma uroteliale e in altri tumori epiteliadig € stata associata con gli stadi piu avanzati di
numerosi tumori [233]. Mutazioni in questo gene e essere associate con una velocita di
conduzione dei nervi rallentata (SNCV) e, influemda I'affinita di legame con il fattore di
trascrizione Spl - che a sua volta pud incremengatascrizione del ger@RHGEF10- puo
portare ad un’altra espressione di RhoA [234,2B6iché le GTPasi Rho controllano la divisione
cellulare, la motilita, I'adesione, la circolaziome la fagocitosi vescicolare, possono essere
coinvolte nella progressione e/o nella prognosicaelicro. In particolare, e stato dimostrato che 4
SNP suRHOU (rs10916352 G>C)ARHGAP22(rs3851552 T>C)ARHGAP44(rs72635537
C>T), e ARHGEF10(rs7826362 A>T), mostrano, individualmente o insee effetti predittivi
sulla sopravvivenza in pazienti affetti da melanpswggerendo un potenziale ruolo per questi
geni nella progressione della malattia [236].

La proteina codificata dal geiltdJSP6€& un membro della sottofamiglia delle proteinddtasi a
doppia specificita. Queste fosfatasi inattivantote chinasi target defosforilando sia i residui di
fosfoserinal/treonina sia quelli di fosfotirosinaolre, regolano negativamente i membri della
superfamiglia delle protein-chinasi attivate datageno (MAPK/ERK, SAPK/JNK, p38), che
sono associati con la proliferazione e la differanpne cellulare. Diversi membri di questa
famiglia di fosfatasi mostrano distinte specificdasubstrato per varie MAP chinasi, diversa
distribuzione tissutale e localizzazione subcetlika differenti modalita di inducibilita della loro
espressione da parte di stimoli extracellularipribdotto genico di DUSP6 inattiva I'ERK2, e
espresso in una varieta di tessuti, con maggiarquéfnza a livello di cuore e pancreas e,
diversamente dalla maggior parte degli altri memtiriquesta famiglia, € localizzato nel
citoplasma. Mutazioni in questo gene sono statecés® a ipogonadismo ipogonadotropo
congenito. In letteratura e stato riportato che PBPuUO potenzialmente essere un gene chiave
per lo sviluppo e la metastatizzazione del tumai#ehdometrio [237]. Questo gene funziona
come un oncosoppressore e la metilazione dellestip&uo primo introne, riscontrabile nei nostri
campioni, e stata osservata anche in pazientitiaffattumore pancreatico. Nel carcinoma del

pancreas, I'espressione di DUSP6 e sottoregolagate@che conduce ad una eccessiva attivazione
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di ERK e ad un aumento di sviluppo e progressia@iearcinoma [238]. Inoltre, é stato osservato
che un silenziamento di DUSP6 favorisce la tumarégg la transizione epiteliale-mesenchimale
e l'invasione cellulare dei carcinomi a celluleamose esofagee, carcinomi rinofaringei e cancro
alla prostata. Nel carcinoma ovarico, si ha undipedell'espressione di DUSPG, in particolare a
livello proteico, che determina l'iperattivaziond=RK1/2, con conseguente acquisizione, da parte
delle cellule tumorali ovariche umane, di un fepotpiu aggressivo e resistente [239]. In aggiunta,
lo studio condotto da Ma e coll. ha dimostrato Kipermetilazione delle isole CpG nell'introne 1
di DUSP6 puod rappresentare uno dei principali meisoai che portano al silenziamento di
DUSP6 nei tumori squamosi esofagei, mentre laistiévazione, che si osserva durante il periodo
di risposta al trattamento farmacologico, comparta riattivazione del normale ciclo di apoptosi
[239]. Considerazioni analoghe sono riportatdanadro di Kim e coll. sull'impiego di aloperidolo

in cellule di tumore pancreatico. In questo studiene dimostrato che l'aloperidolo aumenta
I'espressione di DUSP6 in maniera concentrazioperdiente e inibisce la proliferazione delle
cellule di tumore pancreatico (MIA PaCa-2), corettifparagonabili a quelli della 5-azacitidina.
L'analisi dei livelli di metilazione eseguita cogrpsequencing ha confermato l'ipermetilazione
intronica di DUSP6 nelle cellule e ha rivelato @mrambi i farmaci inducono la demetilazione
delle sequenze CpG in questa regione. Da quegiaosdedurre che l'aloperidolo induca la ri-
espressione di DUSP6 correlata alla demetilaziotrenica e inibisca la proliferazione delle
cellule di tumore al pancreas [240]. Risultati $irsono riportati nel lavoro di Okudela e coll.
[241] sul tumore al polmone. In questo studio she® che I'espressione di DUSP6 diminuisce
allaumentare sia dell’attivita di crescita tumaralia del grado istologico del tumore; per cui,
l'inattivazione di questo gene, un oncosoppresssembrerebbe promuovere la progressione del
cancro al polmone.

PLD6 (mitoPLD, 6° membro della famiglia della fosfolgpd) codifica per una isoforma di PLD
che interagisce con i mitocondri ed € coinvoltoprecessi riguardanti fertilita, cancro e omeostasi
neuronale. Tra le vie di segnalazione ad essolaterei sono quella del metabolismo e quella
delle fosfolipasi. E stato dimostrato che PLD6 ha @nportanti funzioni catalitiche poiché pud
agire come una lipasi, scindendo la cardiolipipaica localizzata nel mitocondrio per generare
acido fosfatidico, e puo funzionare come una endeasi scindendo lunghi RNA durante la
spermatogenesi per generare PIWI-RNA (piRNA). INMRsvolgono essenzialmente un ruolo
protettivo nei confronti dell’attivita degli ‘elemé trasponibili’ (o elementi genetici mobili), per
analogia. Il silenziamento dei trasposoni mediaoqgdesti piccoli RNA é percido un processo
critico per il mantenimento della stabilita genoaim particolare nelle cellule germinali quando

i trasposoni vengono mobilizzati come conseguenzaa demetilazione genomica diffusa. Data
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la somiglianza fra questa fosfolipasi e la cargiol-idrolasi, é stato proposto che PLD6 possa
agire proprio come una cardiolipina-idrolasi gendm acido fosfatidico sulla membrana
mitocondriale [242], sebbene la cardiolipina saatrovata quasi esclusivamente sulla membrana
mitocondriale interna, mentre il PLD6 si localizaa quella esterna, interfacciandosi sul citosol.
In aggiunta, e stato dimostrato che PLD6 € unaeascla carattere aspecifico, che aderisce
indifferentemente e con un’affinita simile a substdi RNA o DNA, producendo 5 fosfati e 3
terminali idrossilici. Questo suggerisce che PLD®trgbbe direttamente partecipare
all'elaborazione dei trascritti di piRNA primari,d eagire anche come regolatore della
stabilizzazione della forma mitocondriale facilianla fusione mitocondriale [243].

MIR548H4 (miRNA 548h-4) € un RNA non codificanted Aggi in letteratura non sono presenti
studi in cui sia riportata [l'associazione fra la tiagione di MIR548H4 e
'insorgenza/progressione tumorale. La presenpaliinorfismi sui miRNA (miRSNP) e sui loro
siti target puo alterare la regolazione del genewsuagisce lo specifico miRNA,; infatti, negli
ultimi anni, la presenza di miRSNP é stata assacian la suscettibilita tumorale. Tuttavia, sono
ancora relativamente poche le analisi sulle vasi@zgenetiche associate ai miRNA su scala
genomica. L'unico lavoro presente in cui ci si inbga sul coinvolgimento di questo gene nella
regolazione post-trascrizionale é rappresentatio dalidio di Wilkins e colleghi, in cui & stato
dimostrato che esiste una variante a monte di MBRB4(rs7834169), che risulta associata con il
rischio di sviluppare carcinoma a cellule squanaedka testa e del collo (HNSCC) e cancro della
cavita orale. Da un’analisi accurata del rischitH8iISCC, rs7834169 non sembra sovrapporsi a
marcatori di enhancer o promotori noti, tuttavian@ortante sottolineare che il gene MIR548H4
non e espresso nel tessuto normale [244].

Al momento gli studi sui livelli di metilazione, pmttutto riferito a geni coinvolti nei processi di
farmacoresistenza nella CML, sono praticamenta, pdl questo motivo, le uniche informazioni
che siamo in grado di dedurre provengono da studiidnali dei geni coinvolti o dai meccanismi
che si instaurano in altre patologie tumorali. &vith € necessario tenere a mente che non tutti i
geni si comportano in uguale maniera nei differeatcinomi. Inoltre, un numero elevato di geni,
la cui trascrizione risulta essere regolata dakilazione in campioni di BC-CML non é stata al
momento indagata in soggetti affetti da CML in qugjue stadio. Concludendo, le informazioni
fin qui raccolte potrebbero suggerire che le analif’efficacia dell'impiego degli inibitori delle
DNMT, nei pazienti che vanno incontro a progressianche sviluppano farmacoresistenza,

dovrebbero essere prese maggiormente in considagzi
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CONCLUSIONI

La CML e una malattia delle cellule staminali enpatetiche con un’incidenza di circa 2 casi ogni
100.000 persone, che corrispondono approssimativinael.000 nuovi casi in Italia ogni anno.
Ad oggi sono disponibili numerosi inibitori delle&Tutilizzati per il trattamento della CML e di
altre forme di leucemia. Questi inibitori, nellaggor parte dei pazienti che presentano la malattia
in fase cronica, inducono facilmente completa remise ematologica e citogenetica. Tuttavia,
anche quando i pazienti rispondono, possono esdentificate cellule leucemiche persistenti
(malattia residua). Le cellule leucemiche resistagli inibitori TK sono di natura quiescente e
risiedono in nicchie protette nel midollo osseo&awel tempo, acquisiscono mutazioni genetiche
addizionali [245]. Queste cellule possiedono maditeparatteristiche biologiche cellulari per la
resistenza innata agli inibitori, come alterazideédominio chinasico sul recettore BCR-ABL, 0
sovraespressione del gene stesso, e possono pmvbicsorgenza di recidiva dopo la
sospensione del trattamento. Inoltre, I'interazitrade cellule leucemiche e la nicchia midollare
potrebbe determinare la comparsa di segnali maligghi microambiente midollare (segnali
inflammatori, stimolazione della produzione di citine e interferone) che facilitano la
riprogrammazione dei progenitori, al fine di evalven cellule leucemiche che perdono le loro
capacita di differenziazione, tipiche della crigidtica. Questa scoperta ha sicuramente importanti
ripercussioni sulla pato-biologia e la potenziadstgpne clinica della CML. La fissazione delle
cellule staminali nel loro stato quiescente di rmitpri, mediata dagli inibitori TK, pud aiutare a
sviluppare approcci innovativi per la creazionsigiemi che portino all'eradicazione delle cellule
staminali di CML. | modelli attuali causano quiesea nei sottogruppi di progenitori leucemici
per cui le cellule non sono interessate dal tragtam ma subiscono - stocasticamente e con una
certa frequenza - attivazione proliferativa e ddéfeziazione, rendendo tali cellule huovamente
suscettibili ai farmaci [246].

Nonostante la CML rappresenti il modelldakiget therapycon il pit alto successo fra i trattamenti
oncologici, rimangono ancora aperte numerose sfitidentificazione a priori dei pazienti che
hanno una scarsa probabilita di rispondere alatreghto € ancora agli inizi e gli strumenti
predittivi per guidare la scelta dell’ottimale ifidre TK non sono ancora ampiamente disponibili,
rendendo la selezione dell'opportuna terapia dapnéndere in gran parte empirica. Per questo,
I'utilizzo di studi diprofiling d’espressione nella CML rappresenta un approdgiofeativo per
I'identificazione di pathway deregolati e quindii deni in essi coinvolti. Tuttavia, a causa della
diversita dei layout sperimentali degli studi svoki pazienti e nelle cellule, si rende sempre piu

necessario validare i risultati ottenuti in casiséi piu ampie e, possibilmente, indipendenti.
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Questo permetterebbe di avere a disposizioneigadiducibili e piu affidabili, identificando geni
target e biomarcatori prognostici nei pazienti wifféa CML. In particolare, i pazienti che non
rispondono a piu di un inibitore tirosinico, hanesiti clinici molto ridotti e non sono ancora
disponibili dati per una terapia di seconda lineaazienti trattati inizialmente con inibitori TK
di 2° generazione. Un ulteriore aspetto da conaréeg rappresentato dalla possibilita d’impiego
di studi diprofiling per prevenire le reazioni avverse da farmaco (AB&)esempio, un approccio
di questo tipo potrebbe avere ripercussioni sulgmbsi e la prognosi delle CML. | meccanismi
che sottendono il rischio di eventi atero-tromhotiiscontrati con l'utilizzo di diversi inibitori
TK, richiedono di essere compresi in maniera piprefondita, in modo che la prevenzione e il
trattamento possano essere gestiti in modo pitraizca sicuro. Inoltre, la stragrande maggioranza
dei pazienti necessita di una terapia soppressiltmn@o termine, cui € associato un rischio
cumulativo di potenziale tossicita derivante dattemento di patologie spesso croniche, di
modesta entita, ma che influenzano significativasmda qualita della vita. Risultano quindi
essenziali strategie volte a ridurre al minimo kattia, associate con la minore tossicita possibil
che permettano di diminuire I'onere farmaco-ecormmandi una terapia a lungo termine con gli
inibitori TK.

L’avvento degli inibitori TK, quali imatinib, nilatib e dasatinib, ha modificato enormemente la
terapia della leucemia mieloide cronica, miglioramel la prognosi e riducendone la mortalita.
Tuttavia, questa classe di farmaci non puo rapptase l'unica soluzione per questo tipo di
tumore, sia a causa dello sviluppo di resistenaeparché essi non risultano efficaci nei casi di
anomala espressione dei geni trasportatori deideirro di alterazioni epigenetiche, come
deregolazione di miRNA e/o aberrante metilazioneDi¢A .

Il primo obiettivo del mio progetto & stata l'idditazione dei meccanismi che provocano
alterazione dei livelli di espressione dei trasptonti dei farmaci. Com’e noto, fra i principali
responsabili di farmacoresistenza vi e quello perla cellula diventa in grado di produrre un
numero eccessivo di trasportatori di efflusso pagita membrana. Questa abbondanza fa si che il
farmaco venga estruso in maniera eccessiva dallalagenon raggiunga la concentrazione
intracellulare efficace, e quindi la molecola noosga svolgere la sua azione citotossica. |
trasportatori ABC, grazie alla capacita di leganenerosi composti e, mediante trasporto attivo,
guidarli all’esterno della cellula, sono tra i jpgportanti geni coinvolti nella resistenza allesjge
antitumorali. Fino ad oggi, la conoscenza sulleriat@ funzioni dei trasportatori ABC risulta
piuttosto limitata, soprattutto nello specifico cakella CML, e proprio per questo motivo non si
conoscono a fondo i potenziali coinvolgimenti neagessi biologici di tumorigenesi e comparsa

di resistenza. Questo studio, da considerarsipdi &@splorativo, per la prima volta ha posto
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I'attenzione su nuovi trasportatori potenzialmemlicati nei meccanismi di resistenza ad IM
nella CML, non precedentemente descritti. Dall'@ia@volta € emerso che numerosi trasportatori
ABC risultano essere sovraespressi nelle cellalate in cronico con una concentrazione di 3
M del farmaco, rispetto a quelle non trattate. antipolare, una piu alta espressione di ABCG2,
ABCA7, ABCA3, ABCC9, ABCB8, ABCB6, TAP1, ABCC13, ABA6, ABCB10, TAP2,
ABCC10, ABCC5, ABCC1, ABCD3, YWHAZ, ABCA2, ABCE1, MBS, ABCF1, ABCA11,
ABCAS8, ABCF3 sembra essere correlata con lo svitlugella resistenza a IM. Alcuni di questi
trasportatori sono gia stati identificati e ripadirta studi simili a quello da noi svolto e i risati si
trovano in accordo fra loro, evidenziando una maggespressione in cellule che hanno perso la
responsivita a farmaci antineoplastici, probabiltees causa dell’estrusione del composto dalle
cellule che ne impedisce I'accumulo e lo sviluppall'dzione citotossica. Fino ad oggi, la
conoscenza sulle svariate funzioni dei traspot®BIC risulta piuttosto limitata, e proprio per
guesto motivo, non si conoscono a fondo i potenz@hvolgimenti nei processi biologici di
tumorigenesi e comparsa di resistenza.
Il cancro € una malattia su base genetica, il eabfipo finale dipende profondamente dal
contributo di modificazioni epigenetiche. E notofaiti, che a parita di carico mutazionale del
DNA, lo stesso tumore puo assumere aspetti diversicaratteristiche che vanno dalla malattia
cronica, poco pericolosa, al tumore piu aggressiftdminante che in poche settimane conduce al
decesso. In questo contesto si inserisce l'epigenet cui processi piu rappresentativi si
classificano principalmente in tre categorie: migdifioni istoniche, RNA non codificanti e
metilazione di DNA.
Dopo aver escluso il contributo di mutazioni se@esul gene BCR-ABL, lo studio si € quindi
concentrato sull’analisi di eventuali meccanismgepetici implicati nella comparsa di resistenza
a IM. Per questo, il secondo obiettivo focalizzsib contributo del’/RNA alla farmacoresistenza
e stato quello di valutare il profilo di espressiatei miRNA. Negli ultimi decenni, la ricerca si &
focalizzata sull'identificazione di piccole moleeafli RNA non codificante, chiamate miRNA,
come potenziali responsabili di aspetti fondamend&lla cancerogenesi. | miRNA sono
oligonucleotidi di circa 18-24 nucleotidi, filogaim@mmente ben conservati, che esercitano un ruolo
cruciale nella regolazione di importanti processiofogici, quali sviluppo, proliferazione,
differenziamento, apoptosi e risposta a numerognae extracellulari e di stress. | miRNA,
legandosi principalmente, anche se non esclusiveenatia 3'UTR dellmRNA target, sono
responsabili della fine regolazione dell’espressidncentinaia di geni bersaglio a livello post-
trascrizionale, causando il blocco della traduziorkegradando 'mRNA. Le analisi del genoma

hanno evidenziato un’espressione alterata dei miRMNAatologie maligne ed un potenziale
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doppio ruolo nella formazione dei tumori: i miRNAgsono modulare sia geni di pathway
oncogenici, sia oncosoppressori, e viceversa.rgalt stato dimostrato che comparando i tessuti
tumorali con i tessuti sani dello stesso tipo, tneiori € presente una differente espressione dei
miRNA. E ormai accertato la localizzazione dei miRNei tessuti tumorali nei quali si osserva
un’espressione deregolata di questi miRNA rispafp@zienti sani e ci0 comporta una variazione
nella modulazione dei loro geni target i quali, pepiu, sono coinvolti in diversi pathway di
segnalazione fondamentali per le cellule. Dallaistisvolto durante il periodo di tesi € emerso
che 6 miRNA sono deregolati nelle cellule tratted® concentrazioni maggiori. In particolare,
miR-193b-3p, MmiR-486-5p e miR-365a-3p, sono rigudignificativamente sottoespressi, mentre
miR-512-3p, miR-517a-3p, miR-372-3p sono risuliptrespressi nelle cellule resistenti alle
concentrazioni maggiori. Questi miRNA concorronta ahodulazione del pathway di ErbB,
implicato in numerosi processi fisio-patologici §yaoliferazione, sopravvivenza, angiogenesi,
adesione, migrazione/invasione, differenziamentac® cellulare, e che é stato associato con
linsorgenza e la progressione di numerose pateldgmorali come cancro al pancreas,
al’endometrio, al polmone non a piccole cellulal glioma.

La resistenza farmacologica, pero, implica non gwlofonde alterazioni a livello del’RNA.
Infatti, un numero sempre piu vasto di lavori aseriun ruolo fondamentale anche alle
modificazioni che hanno luogo a livello del DNAir questo contesto, la metilazione rappresenta
il meccanismo epigenetico piu importante. L'abagametilazione del DNA é il principale
fenomeno epigenetico osservabile nel cancro, conseguente inattivazione di geni
oncosoppressori. Dei 7.775 geni in cui si ossernvaumento del numero di siti metilati nel DNA
delle regioni del promotore, circa la meta sonoi gamsibili’ alla metilazione, vale a dire che
subiscono metilazione in tutte le regioni del proone e risultano, di conseguenza, silenziati; fra
guesti, si trovano soprattutto geni oncosoppresddaitra meta € invece costituita da geni
‘resistenti’ alla metilazione, per cui il processitera I'area circostante le regioni del promotore,
ma lo stato di non-metilato viene protetto nell@nanze del sito di inizio della trascrizione. Ques
geni mantengono percio l'espressione genica; &atci sono, per esempio, i geni coinvolti nella
riparazione del DNA [247]. Nei campioni da noi amzhti, numerosi geni sono risultati
ipermetilati nelle cellule trattate con alte contcamioni di farmaco. Fra questi, degni di nota sono
PTPRF, TP73, DUSP6 e PLDI cui metilazione e associata ad un cambianegita fisiologia
cellulare che la porta ad assumere un fenotipo tal®@iu aggressivo e resistente, ovvero con lo
sviluppo di resistenza anche ai dosaggi maggidlizzati. E stato inoltre dimostrato che la
metilazione del DNA interviene anche nel silenziatoedi alcuni miRNA, favorendo effetti

sostanziali sulla modulazione dell’espressione @erlyn esempio di questo meccanismo e stato
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riportato da Gu e colleghi in modelli cellulari @imore al polmone resistenti al cisplatino. In
presenza di resistenza, infatti, si ha una metiteziche provoca un silenziamento del miR-493 e,
di conseguenza, un aumento dell’espressione detasget, TCRP1 [248]. Quando si ripristina
forzatamente la normale espressione del miRNA, rdimmce I'espressione di TCRP1 e le cellule
diventano nuovamente sensibili al trattamento. Diaeuindi di fondamentale interesse I'analisi
nel suo complesso, poiché i meccanismi epigenetperano in singolo, ma soprattutto
interferiscono fra loro alterando ulteriormentenédke-up epigenetico dei pazienti.

In conclusione, lo scopo ultimo di questo studiquello di identificare nuovi possibili target
farmacologici, genetici ed epigenetici, sia derivda specifici pathway, sia in grado di interagire
fra loro, al fine di sviluppare una terapia di pseane, basata sulle differenze genetiche ed
epigenetiche inter-individuali che caratterizzarazipnti diversi. La ricerca di nuovi approcci
terapeutici risulta di notevole rilevanza a causiéacdsempre piu frequente insorgenza di resistenza
nei confronti dei farmaci in commercio, e risultmflamentale I'analisi dei pathway epigenetici
nei pazienti affetti da leucemia. Trattandosi dinfacologia di base, 'impiego di approativitro,

in particolare in un modello cellulare di CML ingrblastica, che costituisce lo stadio finale @ pi
aggressivo della patologia, rappresenta un punpadenza efficace e funzionale per uno studio
preliminare di tipo esplorativo. Infatti, questpdidi ricerca potrebbe essere un utile mezzo per
predire I'efficacia di uno specifico trattamentdaopossibile resistenza ad esso, e soprattutto un
buon principio per lo sviluppo di farmaci miratgratterizzati da una minor insorgenza di reazioni

avverse e maggior successo terapeutico.
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