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ABSTRACT 

Base di partenza scientifica- Sebbene la maggior parte dei pazienti con carcinoma prostatico localizzato mostri 

una buona prognosi e una buona risposta alla terapia di deprivazione da androgeni dopo intervento chirurgico, 

circa un terzo di essi invariabilmente recidiva e progredisce verso il carcinoma prostatico resistente alla 

castrazione. Nel complesso, le terapie per il cancro alla prostata rimangono dunque scarsamente efficaci, e 

sono quindi necessari trattamenti alternativi che aumentino l'utilità della castrazione e della somministrazione 

di ormoni. 

La disregolazione della via della fosfoinositide 3-chinasi (PI3K) ha attratto crescente attenzione anche in questa 

patologia, a causa dell'associazione molto frequente di modificazioni epigenetiche e post-traduzionali, nonché 

dell’elevata frequenza di alterazioni genetiche di PIK3CA, AKT1 e dei principali regolatori negativi della via, le 

fosfatasi PTEN e PHLPP1/2, riscontrabili nei pazienti sia all'insorgenza sia durante la progressione della 

malattia, o di fronte a resistenza alla terapia di deprivazione androgenica. Il principale effettore della PI3K, 

AKT, è una protein chinasi promiscua, che fosforila una pletora di substrati e così facendo esercita un forte 

controllo sulla maggior parte dei processi fisiologici e patologici, incluso, ma non limitatamente a, il carcinoma 

della prostata. Tra i suoi numerosi substrati si trovano proteine che regolano il ciclo cellulare, la sopravvivenza, 

il ricablaggio dei cicli metabolici e il riarrangiamento del citoscheletro, ponendo AKT al crocevia tra morte e 

sopravvivenza cellulare, e attribuendogli un ruolo chiave nei meccanismi che regolano trasformazione, 

migrazione e invasione delle cellule tumorali. Poiché, attraverso questi substrati, AKT può avere un impatto 

decisivo sulla tumorigenesi, non sorprende che rappresenti un importante bersaglio terapeutico, contro il quale 

sono stati sviluppati molti inibitori, con l'obiettivo di provocare la morte selettiva delle cellule tumorali. 

Tuttavia, benché più di 20 composti contro AKT o i diversi nodi della via di PI3K siano attualmente in trial 

clinico, i risultati sono deludenti a causa della rapidissima insorgenza di resistenza, provocata dall'interruzione 

dei circuiti fisiologici di feedback negativo, che vengono dirottati dalle cellule tumorali per eludere la tossicità 

del farmaco. Il successo dei prossimi studi clinici con la cosiddetta “kinase inhibitor therapy” della via 

PI3K/AKT, pertanto, dipende dalla precisa conoscenza dei meccanismi di resistenza, oltre che 

dall'identificazione dei sottogruppi di pazienti che possono trarre il massimo beneficio dal targeting di tale via. 

Razionale e Obiettivi- Nostri risultati preliminari, ottenuti in un modello di cellule epiteliali di prostata, hanno 
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dimostrato che il silenziamento di AKT può provocare un aumento di espressione di regolatori e/o effettori 

della via di segnale PI3K/AKT, ed è ragionevole ipotizzare che tale effetto sia mediato da specifici miR. Su 

questa base, l’obiettivo generale che ci siamo posti è stato di chiarire se anche l’inibizione farmacologica di 

AKT perturba il profilo trascrizionale dei componenti della stessa via, agendo attraverso specifici miR, e se un 

tale meccanismo rappresenti un circuito di resistenza adattativa non ancora descritto. 

Risultati- Allo scopo di esplorare meccanismi di resistenza alternativi a quelli già riportati in letteratura, 

abbiamo condotto un profilo di espressione di miR mediante la tecnologia di microarray, dopo inattivazione 

selettiva di AKT. Tramite la piattaforma miRNet, abbiamo poi costruito le reti di interazione tra i miR 

differenzialmente espressi e i loro geni target. All’interno della costellazione dei geni target del miR-145-5p, un 

noto oncosoppressore la cui espressione nel nostro sistema sperimentale è stata fortemente downregolata sia 

dal silenziamento che dall’inibizione farmacologica di AKT, abbiamo ritrovato numerosi geni regolatori o 

effettori della via di PI3K. L’espressione di tali geni è stata perciò quantificata tramite RT-qPCR, abbiamo poi 

focalizzato la nostra attenzione in particolare sui geni upregolati. Tra questi, è emerso un drammatico aumento 

di espressione dell'oncogene N/K-Ras, un importante regolatore a monte di PI3K/AKT. La conferma che 

l’aumento di Ras, osservato sia in termini di mRNA, che di proteina, è dipendente dalla caduta di questo miR, 

è stata poi ottenuta tramite l’allestimento di un modello di cellule PC3 trasdotte con vettore pLKO recante uno 

short hairpin contro il miR-145-5p, sotto il controllo di un promotre inducibile. Tramite un array di 

fosfoproteine siamo poi stati in grado di verificare l’effetto rebound, miR-145-5p-dipendente, scatenato dal 

picco di espressione di Ras. Dal punto di vista meccanicistico, quindi, i risultati indicano che l’inattivazione di 

AKT provoca una downregolazione del miR-145-5p che, a cascata, aumenta l’espressione di Ras e riattiva la 

segnalazione di PI3K. 

Conclusione- Gli studi oggetto di questa tesi hanno permesso di identificare un circuito miR-145-5p/Ras a valle 

di AKT, non descritto in precedenza, che costituisce un nuovo meccanismo di resistenza adattativa. Ulteriori 

ricerche sono necessarie per definire se i farmaci inibitori di ultima generazione, da soli o in combinazione con 

terapia a base di inibitori della sintesi degli androgeni, siano in grado di bypassare questo circuito. 
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CAPITOLO 1: INTRODUZIONE 

 

1.1 La prostata 

 

1.1.1 Prostata: anatomia e funzioni 

 

Nell'uomo, la ghiandola prostatica è un tessuto delle dimensioni di una noce che circonda l'uretra alla base 

della vescica e produce importanti componenti del liquido seminale. La prostata è costituita da una 

componente fibro-muscolare e da una componente ghiandolare. Il parenchima ghiandolare è costituito da un 

grappolo di circa 30-50 ghiandole di tipo tubulo-alveolari. A queste formazioni è affidata la funzione esocrina 

della prostata, ovvero l'elaborazione del liquido prostatico. Le ghiandole si aprono mediante 15-30 dotti 

escretori nell'uretra prostatica, dove riversano il loro liquido durante l'eiaculazione. Le ghiandole sono inoltre 

circondate da uno strato piuttosto spesso di fibre muscolari lisce e da tessuto connettivo (Selman & Steven, 

2011). Durante l'eiaculazione, le contrazioni peristaltiche delle fibre muscolari comprimono le ghiandole, che 

in questo modo riversano le loro secrezioni nell'uretra prostatica. Analizzandone la composizione, si scopre 

come il liquido prostatico sia fluido, lattescente, debolmente alcalino e ricco di elementi nutritivi, tra cui 

enzimi, prostaglandine, fruttosio, acido citrico, zinco ed altri sali minerali. Il suo scopo è di aumentare la 

sopravvivenza e la motilità degli spermatozoi (Selman & Steven, 2011). Tra i vari componenti del liquido 

prostatico va evidenziato il Prostate-Specific Antigen PSA. Il PSA ha l'importante funzione di fluidificare il 

coagulo spermatico, per facilitare il movimento degli spermatozoi (Ilic et al., 2018). Il PSA rappresenta anche 

un importante parametro in clinica e in campo diagnostico, infatti lo screening iniziale per la diagnosi di cancro 

della prostata prevede proprio il dosaggio ematico di questo fattore, che verrà discusso in seguito. 

E’ necessario evidenziare che la prostata è molto sensibile all'azione degli ormoni. La sua crescita e le sue 

funzioni sono regolate dagli ormoni sessuali maschili, noti come androgeni. Fra questi, il protagonista è il 

testosterone, prodotto dai testicoli a partire da un suo metabolita, il diidrotestosterone (DHA). Alti livelli di 

diidrotestosterone si associano, generalmente, ad un aumento dei caratteri sessuali secondari, ma, per quanto 

concerne il nostro argomento di studio, all'ipertrofia prostatica (Montie et al., 1994). 

https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/prostata.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/fibre-muscolari.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/tessuto-connettivo.html
https://www.my-personaltrainer.it/nutrizione/elementi-nutritivi.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/enzimi.html
https://www.my-personaltrainer.it/benessere/prostaglandine.html
https://www.my-personaltrainer.it/fruttosio.html
https://www.my-personaltrainer.it/nutrizione/acido-citrico.html
https://www.my-personaltrainer.it/nutrizione/zinco.html
https://www.my-personaltrainer.it/sali-minerali/sali-minerali.html
https://www.my-personaltrainer.it/salute/screening.html
https://www.my-personaltrainer.it/Sintomi/Cancro-alla-prostata
https://www.my-personaltrainer.it/Sintomi/Cancro-alla-prostata
https://www.my-personaltrainer.it/salute/sensibilita-specificita.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/ormoni.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/androgeni.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/ormoni/testosterone.html
https://www.my-personaltrainer.it/fisiologia/ormoni/5-alfa-reduttasi.html
https://www.my-personaltrainer.it/nutrizione/dha.html
https://www.my-personaltrainer.it/salute/ipertrofia-prostatica.html
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Nell’adulto il parenchima prostatico può essere diviso in quattro zone o regioni anatomicamente distinte: 

periferica (PZ), consistente nel 70% del volume prostatico; centrale (CZ), 25% del volume; di transizione (TZ), 

5%; tessuto ghiandolare periuretrale, che è meno dell’1%; vi è poi la regione anteriore costituita da stroma 

fibro-muscolare (figura 1.1). 

Con l’avanzare dell’età il tessuto ghiandolare periuretrale e la zona di transizione possono andare incontro ad 

ipertrofia benigna, comprimendo gradualmente la zona centrale e la zona periferica. La zona centrale è 

generalmente risparmiata dall’iperplasia, mentre la zona periferica è quella più frequentemente coinvolta dalle 

prostatiti, dall’iperplasia atipica e dal carcinoma (Selman & Steven, 2011). 

Sebbene la prostata adulta manchi di una struttura lobulare riconoscibile, un importante lavoro di McNeal 

(1969, 1981, 1988) ha definito l'architettura della prostata umana come zonale, corrispondente alle aree di 

transizione centrale, periuretrale e periferiche, insieme a uno stroma fibromuscolare anteriore (Timms 2008). 

A livello istologico, il tessuto prostatico contiene tre diversi tipi di cellule epiteliali: luminale, basale e 

neuroendocrina (Peehl et al., 2005, Shen et al., 2010). 

 

 

Figura 1.1: Anatomia prostatica. Adattato dalla pagina web https://medika.life/the-prostate-gland/ 

 

Le prime sono cellule colonnari che generano uno strato continuo, sono caratterizzate dall'espressione delle 

citocheratine 8 e 18 e da alti livelli di recettore degli androgeni (AR). Le cellule basali, situate sotto l'epitelio 

luminale, esprimono il marker p63, le citocheratine 5 e 14 ad alto peso e bassi livelli di AR. Infine, le cellule 

https://medika.life/the-prostate-gland/
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neuroendocrine sono molto più rare delle precedenti, sono AR-negative ed esprimono marcatori tipici delle 

cellule endocrine come la cromogranina A e la sinaptofisina (Peehl et al., 2005, Shen et al., 2010). 

 

1.1.2 Il tumore prostatico da un punto di vista epidemiologico, clinico e molecolare 

 

Il cancro alla prostata (PC) è il tumore più frequentemente diagnosticato e la terza causa di mortalità per 

malattia nei maschi (Siegel et al., 2018). In tutto il mondo, circa 300.000 uomini muoiono ogni anno di cancro 

alla prostata (Center et al., 2012). Da fonti del National Institute of Health, nel 2019 negli Stati Uniti sono stati 

registrati 174.650 nuovi casi e 31.620 decessi per cancro alla prostata (PDQ, 2019). 

Alcuni tipi crescono lentamente, altri sono aggressivi e molto invasivi. Secondo recenti statistiche, tra il 2005 e 

il 2011 i pazienti con carcinoma prostatico non metastatico hanno avuto un tasso di sopravvivenza a cinque 

anni del 98.9%, mentre quelli con carcinoma metastatico solo del 28.2%, suggerendo che la metastatizzazione è 

la principale causa di morte della maggior parte dei pazienti (Siegel et al., 2018; Wade e Kyprianou, 2018). 

L’adenocarcinoma prostatico metastatizza frequentemente a livello linfonodale locale (linfonodi otturatori), per 

poi diffondersi ai linfonodi iliaci e peri-aortici. La diffusione linfatica nella maggior parte dei casi precede 

quella ematogena. Frequentemente la neoplasia metastatizza allo scheletro, causando forte dolore, spesso 

invalidante, e portando dall’indebolimento fino alla frattura dell’osso stesso. L’interessamento scheletrico può 

coinvolgere la colonna vertebrale, le coste, il femore e le ossa pelviche. Più rare sono le metastasi polmonari, 

epatiche, cerebrali, surrenali e renali (PDQ 2019). 

L'area periferica più esterna occupa il volume maggiore e rappresenta il sito in cui insorge la maggior parte dei 

carcinomi prostatici. Al contrario, l'iperplasia prostatica benigna (IPB), una condizione che si riscontra 

comunemente negli anziani, deriva dalla zona di transizione. 

Più del 95% dei tumori primari della prostata sono adenocarcinomi, neoplasie multifocali ed eterogenee dal 

punto di vista dello stadio di differenziazione cellulare. Un tumore non invasivo chiamato neoplasia 

intraepiteliale prostatica (PIN), se presente nella sua forma di lesioni di alto grado, rappresenta un importante 

precursore per l'adenocarcinoma prostatico (PDQ 2019). 

In diagnostica, il metodo principale per distinguere un PIN da un adenocarcinoma è l’indagine 

immunoistochimica. Infatti, l'assenza di colorazione in seguito all'utilizzo di anticorpi contro p63 e 
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Come descritto in precedenza, la forma più comune di PC è l’adenocarcinoma, ma nonostante questa sia il più 

diagnosticato dalla maggior parte degli urologi e patologi, ci sono altre forme di questa neoplasia: 

▪ Adenocarcinoma duttale, che inizia nelle cellule che rivestono i dotti della ghiandola prostatica. 

▪ Carcinoma a cellule transizionali (o uroteliale), origina dalle cellule che rivestono l'uretra, che passa 

attraverso la prostata per trasportare l'urina dalla vescica all'esterno del corpo. Nella maggior parte dei 

casi, questo tipo di cancro origina nella vescica, per poi diffondersi nella prostata. 

▪ Carcinoma a cellule squamose che origina dalle cellule piatte che ricoprono la ghiandola prostatica, 

chiamate cellule squamose. 

▪ Tumori carcinoidi, neoplasie che originano da aggregati di cellule neuroendocrine presenti a livello 

prostatico 

▪ Tumore a piccole cellule, un tipo di cancro neuroendocrino costituito, da un punto di vista istologico, 

da piccole cellule rotondeggianti. 

▪ I Sarcomi, che originano dalle cellule muscolari, e i tumori sarcomatoidi, composti da popolazioni 

miste fra sarcomi e cellule di adenocarcinoma. 

In caso di diagnosi di PC, le terapie per questa patologia dipendono dalla sede anatomica e dell’aggressività 

della stessa, ma anche dall’aspettativa di vita del paziente e della presenza di comorbidità che possono 

costituire un rischio di morte maggiore di quello rappresentato dallo stesso PC (Damber & Aus, 2008). Le 

opzioni di trattamento si basano quindi su fattori quali l'aspettativa di vita del paziente e le caratteristiche del 

tumore, inclusi la stadiazione e il suo grado di invasività. Spaziano dalla vigile attesa, ovvero monitorare le 

condizioni di un paziente senza somministrare alcun trattamento nelle fasi in cui la malattia è asintomatica e i 

pazienti hanno meno probabilità di morire "per" il loro cancro alla prostata, ma in particolare questa strategia è 

utilizzata a causa dell'età avanzata o della presenza di comorbidità che presentano una maggiore letalità del PC 

(Albertsen, Hanley, Gleason, & Barry, 1998), al monitoraggio attivo, soluzione per pazienti molto anziani a 

basso rischio, in cui attraverso check up a cadenza regolare, si segue l'evoluzione della malattia. Per il 

trattamento verrà concordato se e quando sarà necessario. Seguono protocolli terapeutici di elezione, in 

particolare la prostectomia radicale, ovvero rimozione chirurgica della prostata e delle vescicole seminali. 

Questo trattamento è un'opzione per i pazienti in buona salute. I principali effetti collaterali sono impotenza e 

incontinenza (Chin, Dave, & Rajfer, 2007). Se il tumore non si è diffuso oltre la ghiandola prostatica si ricorre 



14 
 

alla radioterapia per cercare di curarlo, che sfutta radiazioni ionizzanti ad alto dosaggio in grado di distruggere 

le cellule, mediante l’induzione di lesioni nel loro DNA. In alternativa esiste la brachiterapia, ovvero l'impianto 

di ''semi'' radioattivi direttamente nell'organo, così da rendere più mirata la terapia e minimizzare l’esposizione 

di altri organi sani alle radiazioni. Nel caso in cui la neoplasia sia in uno stadio avanzato, ovvero se il cancro si 

estende oltre i limiti della prostata, il trattamento consigliato è la terapia con deprivazione androginica (ADT), 

che porta inizialmente alla riduzione della massa tumorale e dei livelli di PSA circolante (Brawer et al., 2001). 

Questa strategia riduce la quantità di ormoni maschili, soprattutto testosterone, così da rallentare la 

progressione della malattia. 

L'effetto dell'ADT sul PC è però solo temporaneo e, in media, dopo circa due anni, i pazienti tendono a 

sviluppare una resistenza agli ormoni che rende il trattamento inefficace. Vi è anche la chemioterapia, usata per 

trattare pazienti ormone-resistenti. Quest’ultima rallenta la crescita del tumore e in alcuni casi allevia il dolore 

oncologico. Infine, nonostante le difficoltà del suo utilizzo come monoterapia, è importante citare anche la 

terapia con inibitori di protein-chinasi. A livello molecolare, infatti, una delle principali vie coinvolte nella 

trasformazione neoplastica delle cellule prostatiche e nella loro metastasi è quella regolata dalle chinasi 

PI3K/AKT. Queste ultime sono implicate non solo nella trasformazione delle cellule della prostata, ma anche 

in altri tumori umani aggressivi (Butler et al., 2017). Di conseguenza, ci sono stati investimenti significativi nello 

sviluppo di inibitori mirati di questa via in vari tumori ematologici e solidi, non solo con l’idea di utilizzarli 

come farmaco principale nel regime terapeutico, ma anche in combinazione con farmaci chemioterapici, allo 

scopo di ridurrne il dosaggio e migliorare la qualità della vita del paziente. Quindi, è nostro interesse discutere 

il ruolo di questo importante asse nella biologia cellulare e nel cancro, con un focus particolare sul suo ruolo 

nelle neoplasie della prostata e, in particolare, sulla sua partecipazione nell’induzione di meccanismi di 

resistenza adattativa alla terapia. 

 

1.1.3 La progressione tumorale prostatica: correlazione fra modifiche morfologiche ed espressione genica 

 

La progressione del PC, è caratterizzata da cambiamenti morfologici e corrispondenti alterazioni 

nell'espressione genica. Come già definita in precedenza, la neoplasia intraepiteliale prostatica precancerosa 

(PIN) è universalmente accettata come precursore del cancro alla prostata. È caratterizzato da proliferazione 
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intra-acinare con cellule che frequentemente mostrano anaplasia nucleare. La membrana basale resta intatta, le 

variazioni morfologiche sono confinate allo strato epiteliale all'interno degli acini prostatici. Le cellule basali 

sono di solito presenti, ma il loro ammontare può essere ridotto (Gao et al., 2002). Gli eventi genetici che 

portano inducono il passaggio dall'epitelio normale al PIN non sono ancora del tutto compresi. La maggior 

parte degli eventi genetici notevoli includono la perdita cromosomica nella regione 8p21 che si verifica nel 63% 

dei PIN e nel 90% dei PC (De Marzo et al., 2004). L'espressione dell'omeobox prostata-specifico, NKX3.1, 

viene persa nel 20% delle lesioni PIN (Bowen et al., 2000). La transizione dall'epitelio normale al PIN è anche 

caratterizzata dalla downregulation di proteine scavenger di specie reattive dell'ossigeno, come GSTP1 (Lee et 

al., 1994). Una modifica davvero degna di nota è però quella a carico della trascrizione della epsina, una 

proteasi sulla superficie cellulare (Dhanasekaran et al., 2001; Stephn et al., 2004). Studi funzionali in vivo 

hanno confermato il ruolo causale della perdita di NKX3.1 e la upregolazione dell'epsina nel PC (Bhatia-Gaur 

et al., 1999). 

La transizione dal PIN al carcinoma è caratterizzato da perdita di cellule basali e marcata atipia citologica, 

caratterizzata dall’ingradimento del nucleo e dei nucleoli. Si arriva a rottura della membrana basale e le cellule 

tumorali mostrano invasione locale. Man mano che il tumore progredisce, si verifica la perdita 

dell’organizzazione generale della struttura dell’epitelio prostatico, caratteristica che coincide con la 

progressione del Gleasone score. Gleason score 1 (ben differenziato), la massa è circoscritta in spazi 

equidistanti e ravvicinati, le ghiandole uniformi, senza evidenza di infiltrazione stromale; Gleason score 2 (ben 

differenziato), è presente qualche infiltrazione nello stroma circostante e una certa variabilità nella dimensione 

e nella distanza delle ghiandole. Gleason score 3 (moderatamente differenziato), grado più comune, con 

maggiore variazione di dimensioni, forma e separazione delle ghiandole, e con confini meno definiti con lo 

stroma circostante. Gleason score 4 (poco differenziato), fusione delle ghiandole che formano una solida rete 

con bordo frastagliato e caratteristiche invasive; Gleason score 5 (indifferenziato), caratterizzato da una 

completa assenza di formazione di ghiandole, con cellule disposte in fogli o gruppi (Vasioukhin et al., 2004; 

Harnden et al., 2007) (figura 1.2). 
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Sono stati identificati diversi cambiamenti genetici associati al processo di metastatizzazione. L’inattivazione di 

PTEN, rispetto a quanto detto in precedenza, aumenta al 30–43% (Cairns et al., 1997), e la frequenza 

dell’amplificazione del locus di Myc, fino al 21% (Jenkins et al., 1997). Anche il repressore trascrizionale 

EZH2 è frequentemente espresso in modo non fisiologico, ed è noto il suo ruolo causale nella progressione 

del PC (Varambally et al., 2002). Tuttavia, la maggior parte dei geni critici nell’induzione della 

metastatizzazione, rimangono ancora sconosciuti. Il PC invasivo mostra inoltre upregolazione di Smoothened 

(SMO) e un’attivazione costitutiva della via di segnalazione di Hedgehog, che sembra essere fondamentale per 

la sopravvivenza delle cellule metastatiche (Karhadkar et al., 2004).  

Le cellule epiteliali prostatiche normali e la maggior parte degli adenocarcinomi, richiedono la presenza di 

androgeni per la loro sopravvivenza. Una loro ablazione rappresenta un importante approccio terapeutico per 

il PC. Va però sottolineato come nei casi avanzati di PC, il tumore diventi insensibile agli ormoni. Le cellule 

neoplastiche, in queste fasi, sono caratterizzate dall'iperattivazione del AR, in seguito ad una amplificazione o 

ad una mutazione che ne favorisce un guadagno di funzione, o dalla transattivazione delle vie di EGF, IGF-1 e 

KGF (Vasioukhin et al., 2004). Infine, il PC avanzato in questa fase, manifesta quasi sempre una 

sovraespressione del fattore antiapoptotico BCL-2 (McDonnel et al., 1992). 

 

Figura 1.3: Modello di progressione del cancro prostatico. Le caratteristiche morfologiche delle diverse fasi di progressione, sono legate 

a specifici eventi genetici ed epigenetici. La overespressione di un gene è mostrata con una freccia rivolta verso l'alto, mentre la 

downregolazione, è indicata con una freccia rivolta verso il basso. Le modifiche nei livelli di espressione, vengono indicate solo sotto la 

fase in cui generalmente si manifestano, persistono però nelle fasi successive della progressione neoplastica. Immagine adattata da 

Vasioukhin et al., 2004. 
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1.2 La via di segnale PI3K/AKT/mTOR. 

 

1.2.1 I principali attori della via e il meccanismo di trasduzione del segnale 

 

La via di segnalazione PI3K/AKT/mTOR è uno degli assi principali che controlla numerosi processi biologici 

intracellulari, che includono proliferazione, differenziamento, regolazione del ciclo cellulare, cicli metabolici e 

apoptosi, caratterizzato da un intenso dialogo incrociato con altri nodi di segnalazione (figura 1.4, figura 1.5). 

La via canonica che porta all’attivazione di AKT è innescata dalla stimolazione di recettori tirosin-chinasici 

(RTK) o recettori accoppiati a proteine-G (GPCR) che portano al reclutamento sulla membrana plasmatica di 

una o più isoforme della famiglia di PI3K di classe I (Vanhaesebroeck et al., 2010). Un altro meccanismo in 

grado di attivare questa via di segnalazione è quello mediato da Ras, un regolatore diretto della PI3K 

(Rodriguez-Viciana et al., 1994). 

Non è perciò sorprendente che una regolazione non fisiologica, che causi un’attivazione costitutiva della via di 

PI3K e/o di altri attori e regolatori, sia stata coinvolta in un'ampia gamma di patologie, incluso il cancro 

(Marigo e Zappavigna, 2013). Data la funzione pro-oncogenica e la possibilità di sfruttare i suoi membri chiave 

come bersagli molecolari per molecole con attività farmacologica, questo percorso è stato utilizzato per la 

scoperta di farmaci sin dagli anni '90 (Manning & Cantley, 2007), rendendo così questa via protagonista di 

numerosi studi preclinici (Wong et al., 2010). 

Nelle cellule di mammifero i membri della famiglia delle PI3K sono suddivisi in quattro classi, tre delle quali 

fosforilano lipidi, mentre la classe IV (mTOR, ATM, ATR e DNA-PK) fosforila proteine. Le subunità 

catalitiche di queste chinasi possiedono una PI3K core structure costituita da un dominio C2, un helical 

domain e un dominio catalitico (Marigo e Zappavigna, 2013).  

La classe I è quella maggiormente studiata per via del ruolo che gioca nei processi di segnalazione 

intracellulare. Le chinasi di questa classe catalizzano la reazione di trasferimento del gruppo fosforico in 

posizione γ dell’ATP sulla posizione D3 del fosfatidilinositolo-4,5-bisfosfato (PIP2), producendo così 

fosfatidilinositolo-3,4,5-trifosfato (PIP3). Sono chinasi eterodimeriche composte da una subunità catalitica 

(p110α, β e γ) e da una regolatoria. La classe I include diversi paraloghi, e può essere suddivisa in due 

sottoclassi:  
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Ia: chinasi eterodimeriche, formate dalla combinazione delle subunità p110α, β e γ con una subunità 

regolatoria (p85, p65 o p55). Consistono nell’alternanza di due domini SH2 e un dominio SH3. In assenza di 

segnale, le PI3K di classe Ia sono localizzate nel citoplasma. In seguito al legame di specifici ligandi con il 

rispettivo RTK, si ha l’attivazione e dimerizzazione di questi ultimi e autofosforillazione a livello dei residui di 

tirosina esposti sulla porzione citoplasmatica del dimero. Il dominio SH2 della subunità p85 legata a questi 

ultimi porta a una variazione conformazionale di PI3K, rendendola in grado di interagire con substrati lipidici 

(Vanhasebroeck et al., 2010; Manning & Toker 2017).  

Ib: composta dalla combinazione delle subunità catalitica p110γ e da quella regolatoria p101. La loro 

attivazione è mediata da GPCR eterodimerici.  

Le isoforme di p85 possiedono due domini Src homology 2 (SH2), sono codificate dai geni PIK3R1 (il quale, 

attraverso l’utilizzo di promotori alternativi, codifica per le subunità p85α, p55α e p50α), PI3KR2 (che codifica 

per p85β) e PI3KR3 (che codifica per p55γ). Il ruolo delle singole subunità p85 è sconosciuto. P101 e p87 

mancano dei domini SH2 o di altri domini noti e non hanno omologia con altre proteine (Vanhasebroeck et 

al., 2010; Manning & Toker 2017).  

Le PI3Ks di classe II, invece, sono in grado di utilizzare sia il fosfatidilinositolo (PI) che il PI4P come substrati 

per la sintesi di PI3,4P2. Mancano delle subunità regolatorie ma possiedono estensioni dei domini amino- e 

carbossi-terminale, utili nella mediazione di interazioni proteina-proteina. I mammiferi hanno tre isoforme di 

PI3K di classe II: PI3K-C2α, PI3K-C2β e PI3K-C2γ. Le prime due hanno un’ampia (ma non ubiquitaria) 

distribuzione tissutale, il pattern di espressione dell’ultima invece sembra essere molto più ristretto 

(Vanhasebroeck et al., 2010; Manning & Toker 2017).  

Infine vi sono le PI3K di classe III, in possesso di una sola subunità catalitica: la vacuolar protein sorting 34 

(Vps34; conosciuta anche col nome di PI3KC3 nei mammiferi). Quest’ultima utilizza PI come substrato e lega 

Vps15 (nota anche come PI3KC4 nei mammiferi). Quest’ultima è costituita da un dominio catalitico 

(attualmente considerato però come inattivo), HEAT domains (coinvolti nella mediazione di interazioni 

proteina-proteina) e WD repeats (con caratteristiche funzionali e strutturali simili alla subunità Gβ). Queste 

ripetizioni risultano essere essenziali per le interazioni con RAB5-GTP, con la yeast guanine nucleotide-

binding protein 1° (Gpal1; omologa alla proteina-Gα appartenente alle proteine-G eteromeriche dei 
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Figura 1.4: Una overview dei principali mediatori, regolatori negativi e bersagli della via di segnale PI3K/AKT/mTOR. Si veda il testo 

per i dettagli (Bhutani et al., 2013). 
 

mTOR è membro della famiglia delle chinasi relate alla PI3K (PIKK family), il cui dominio catalitico possiede 

una significante omologia con quello della PI3K. A differenza di questa fosfatasi lipidica, i membri di questa 

famiglia agiscono da Ser/Thr chinasi.  

mTOR, come gli altri membri della famiglia PIKK, possiede numerose ripetizioni HEAT all’interno del suo 

dominio N-terminale, i domini FRAP, ATM, TRRAP (FAT) e un FAT C-terminal (FATC) domain. HEAT e 

FAT sono due motivi con distinte funzioni attraverso i quali mediare interazioni con proteine. A differenza 

degli altri membri della famiglia PIKK, mTOR possiede un dominio FRB (FKBP12-rapamycin binding), la 

regione necessaria per associarsi al complesso FKBP12/rapamicina (uno suo specifico inibitore), posizionata 

tra la porzione N-terminale e il dominio chinasico (Dunlop e Tee, 2009).  

Recentemente è stato identificato un “nuclear shutting signal” in cui sembrano essere essenziali i residui 

Leu545 e Leu547, il meccanismo con cui mTOR viene trasportato attraverso la membrana nucleare deve però 

ancora essere elucidato (Bachmann et al., 2006).  

mTOR è la subunità catalitica di due complessi strutturalmente distinti: mTORC1 e mTORC2, localizzati in 

diversi compartimenti subcellulari, come i mitocondri, lisosomi, membrana del reticolo endoplasmatico, 

nucleo, che ne influenzano attivazione funzionalità (Betz e Hall, 2013).  
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regolatori negativi della sua trascrizione (Ciuffrida et al., 2012). Inoltre, a livello post-trascrizionale, la sua 

espressione può essere modulata dal miR-25, a valle delle vie PI3K/AKT e MEK/ERK (Escriva et al., 2008), 

nonché da Myc, che downregola PTEN mediante l’upregolazione di miR-19 e del miR-21 (Benhamou et al., 

2018). Inoltre, è stato dimostrato che miR-153 favorisce la proliferazione delle cellule di PC umano attraverso 

la downmodulazione dell'espressione di PTEN (Wu et al., 2013). 

È anche importante sottolineare che lo pseudogene PTEN 1 (PTENP1), mostra funzioni di esca verso i miR 

che bersagliano PTEN, stabilizzandone quindi l'mRNA e aumentandone i livelli proteici (Song et al., 2012). 

Per quanto riguarda la regolazione post-traduzionale, PTEN può subire diverse modificazioni, in particolare la 

fosforilazione, l’acetilazione, l’ossidazione e l’ubiquitinazione. Sicuramente quella degna di nota è la 

fosforilazione, che avviene a livello di un cluster di residui nella coda C-terminale. Questa modifica da un lato 

stabilizza PTEN, ma ne ostacola anche l'attività di fosfatasi lipidica. 

È interessante notare che la fosfatasi PHLPP1, che defosforila la S473 di AKT, è stata segnalata per agire come 

soppressore del tumore alla prostata, infatti, in letteratura è segnalato che in modelli murini con delezione 

parziale di PTEN, la perdita di PHLPP1 induce carcinoma prostatico (Chen et al., 2011). In linea con questo 

rapporto, il nostro gruppo ha recentemente evidenziato l'esistenza di un circuito di cross-regolazione PTEN-

PHLPP guidato da AKT nelle cellule epiteliali della prostata (Bertacchini et al., 2019). 

 

1.3 Il crosstalk fra il meccanismo di segnalazione mediato da PI3K/AKT/mTOR e Ras/MAPK 

 

1.3.1 La via di segnale Ras/MAPK 

 

La via di segnale Ras/MAPK è anch’essa un meccanismo molecolare di regolazione dell’espressione di geni 

legati alla proliferazione, migrazione, differenziamento, senescenza e sopravvivenza cellulare (Cenni et al., 

2008). La pathway è innescata dal legame Growth factor – RTK sulla superficie extracellulare e conseguente 

dimerizzazione e autofosforilazione del recettore sui residui di tirosina all'interno della sua coda 

intracitoplasmatica. Si generano così siti di attracco per proteine adattatrici, la cui funzione sarà quella di 

stimolare a cascata gli effettori a valle, fra queste, le principali sono la growth factor receptor-bound protein 2 

(Grb2), in grado a sua volta di reclutare Son of Sevenless (SOS) e la GTPasi Ras, innescando così l’attivazione 
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della cascata delle MAPK (ovvero RAF-MEK-ERK) e guidare la trascrizione dei geni bersaglio della pathway 

(Pearson et al., 2020). 

La cascata Ras/MAPK è frequentemente attiva in modo costitutivo in numerosi tumori umani, incluso quello 

prostatico (Santarpia et al., 2012). Alterazioni genetiche che inducono un guadagno di funzione, in particolare 

mutazioni e amplificazioni, in Ras (H-Ras, N-Ras, o K-Ras) e BRAF, sono stati riportati nel carcinoma 

prostatico primario e metastatico (con un’incidenza dell'1-8%), e un’amplificazione del segnale delle MAPK è 

correlabile con meccanismi di resistenza alla castrazione e all’instaurarsi di un fenotipo invasivo (Abida et al., 

2019).  

 

1.3.2 Una overview dei principali meccanismi di interazione fra le vie di Ras ed AKT 

 

Le cascate PI3K/AKT/mTOR e Ras/MAPK sono fortemente interconnesse a livelli differenti (figura 5), 

prevalentemente per  

i) meccanismi di regolazione a monte, come RTK/GPCR e loro proteine adattatrici, condivisi. 

ii) Meccanismi citosolici di segnalazione in grado di interagire e regolarsi in modo incrociato. 

iii) Regolazione di un ventaglio di target comune nel nucleo (come BAD e RPS6) (Mendoza et al., 

2011). 
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feedback che consentono a PI3K/AKT/mTOR la regolazione incrociata della via Ras/MAPK (Rozengurt et al., 

2014). Ad esempio, è stato dimostrato che l'attivazione di Ras/MAPK stimola la segnalazione di mTORC1 

attraverso ERK che, a sua volta, può fosforilare direttamente TSC2, RAPTOR e la S6K, così da 

inattivare/dissociare il complesso TSC1/TSC2 e regolare il reclutamento di substrati mTORC1 (Butler et al., 

2017). ERK è anche in grado di fosforilare il serum response factor (SRF), CREB e RPS6, promuovendo così 

la traduzione cap-dipendente mediata da mTORC1-S6K (Lara et al., 2013). Per quanto riguarda AKT, è nota 

la sua capacità di fosforilare direttamente e regolare negativamente RAF, sopprimendo così la cascata MAPK 

(Guan et al., 2000). Recentemente, inoltre, è stato dimostrato che Ras attivato interagisce con mSIN1, così da 

stimolare la segnalazione di mTORC2 nelle cellule tumorali (incluse nelle linee di PC) (Pearson et al., 2020).  

 

1.3.3 Co-targeting delle vie Ras/MAPK e PI3K/AKT/mTOR e loro implicazione nella 

resistenza adattativa, nel cancro prostatico 

 

Nonostante i risultati promettenti nei primi studi preclinici (Majumder et al., 2004; Wu et al., 2005), molti 

inibitori allosterici di mTORC1 (come la rapamicina o i suoi analoghi Everolimus e Temsirolimus) sono stati 

inefficaci nei pazienti oncologici, a causa della loro incapacità di sopprimere completamente l'attività di AKT e 

per via di una serie di effetti collaterali (Wu et al., 2005). Un grave problema è anche quello dell’induzione di 

meccanismi di resistenza adattativa che coinvolgono sia attori della pathway di PI3K stessa, che quelli della via 

Ras/MAPK (Kinkade et al., 2008). Esperimenti eseguiti su cellule epiteliali della prostata normali e trasformate 

hanno mostrato un aumento della segnalazione Ras/MAPK in risposta all'inibizione di mTORC1 (Carracedo 

et al., 2008), e la somministrazione di Everolimus in un modello murino di PC con delezione di PTEN, ha 

mostrato di indurre un aumento dell’attività della segnalazione MAPK (Carracedo et al., 2008). Sebbene i 

meccanismi alla base della resistenza agli inibitori di mTORC1 non siano stati completamente definiti, sono 

note diverse risposte al farmaco che coinvolgono le vie di segnale prima citate. Infatti, la co-attivazione delle vie 

di segnalazione Ras/MAPK e PI3K/AKT/mTOR si verifica frequentemente nelle neoplasie umane, incluso il 

PC, quindi una considerevole ricerca è stata dedicata a stabilire come interagiscono queste due cascate legate a 

meccanismi di tumorigenesi (Butler et al., 2017). Dalla letteratura è noto che un’elevatissima percentuale di 

pazienti con PC metastatico, mostrano una deregolamentazione di entrambe le cascate (Taylor et al., 2010). 
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Esperimenti in modelli murini PTEN -/-, in possesso della mutazione attivante kRas
G12D

, hanno chiarito che una 

regolazione non fisiologica di queste due vie, favorisce una crescita del tumore più rapida e una tendenza alla 

metastatizzazione molto maggiore rispetto a modelli singoli mutanti (Wang et al., 2012). 

Presi nel loro insieme, questi risultati indicano che le vie di PI3K/AKT/mTOR e Ras/MAPK sinergizzano 

nella promozione della crescita del PC e nella progressione in senso metastatico, e data la frequenza di co-

attivazione di queste cascate in clinica, questo fornisce una chiara giustificazione per esplorare l’effetto della 

combinazione di molecole inibitrici delle due vie prese in esame in pazienti con carcinoma prostatico avanzato.  

I dati preclinici presenti in letteratura stimolano l’interesse verso questo approccio, in quanto è noto che 

l'inibizione di MEK è associata ad un importante aumento dell’attività della via di AKT in numerose cellule 

tumorali di mammifero, comprese in quelle di PC (Turke et al., 2012). E’ stato anche dimostrato che la co-

inibizione di MEK e mTORC1, può ridurre significativamente la massa tumorale rispetto alla monoterapia, in 

un modello murino di PC, portatore della delezione eterozigote simultanea di Nkx3.1 e PTEN (Kinkade et al., 

2008) e che, allo stesso tempo, inibisce la proliferazione cellulare e manifesta un effetto citotossico nella linea 

di carcinoma prostatico umano CWR22Rv1, resistente alla castrazione (Gioeli et al., 2011). Tuttavia, 

Mulholland e colleghi, hanno confermato che la sola inibizione di MEK è sufficiente per sopprimere la 

diffusione metastatica di cellule staminali/progenitori attivati di PC, ortotopicamente trapiantati in vivo, 

portatrici di delezione di PTEN e iperattivazione di K-Ras (Mulholland et al., 2012) Questi aspetti evidenziano 

la necessità di migliorare la nostra comprensione molecolare di come queste cascate interagiscano durante la 

progressione della malattia, e di quali siano i loro principali driver genetici, così da aiutare la stratificazione dei 

pazienti che trarranno beneficio dall’inibizione di PI3K/AKT/mTOR, dall’inibizione di MEK o dal blocco 

combinato delle due pathway. 

Diversi studi clinici sul PC sono stati progettati per studiare l’efficacia terapeutica dell’inibire specificatamente 

MEK (ad esempio come nel caso dei trials “ClinicalTrials.gov identifiers: NCT02881242 and NCT01990196”, 

che sfruttano l’inibitore di MEK1/2, trametinib) o la cascata PI3K/AKT/mTOR (come nel caso dei trials 

NCT01485861/NCT03673787 e NCT02525068/NCT02121639, che utilizzano i pan-AKT inhibitors 

ipatasertib e capivasertib, rispettivamente) (De Bono et al., 2019). Per questi ultimi, è interessante sottolineare 

come studi pubblicati mostrino che i meccanismi alla base della resistenza adattativa se utilizzati come 
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monoterapia, siano collegati ad un aumento della segnalazione Ras/MAPK e all’attività di mTORC2 (Porta et 

al., 2014).  

Anche la metformina (un farmaco orale contro il diabete di tipo 2) è attualmente in fase di studio nel PC 

nell'ambito del trial STAMPEDE (Gillesen et al., 2016). Il meccanismo di azione di questo farmaco è quello di 

bloccare il complesso I della catena respiratoria mitocondriale, causando così una ridotta produzione di ATP 

mitocondriale, inducendo una crisi energetica cellulare con successiva attivazione di AMPK e inibizione di 

mTORC1 (Viollet et al., 2011). Inoltre, è stato dimostrato che inibisce MEK/ERK in risposta a fattori di 

crescita, contrastando i trattamenti con l'inibitore di mTORC1, rapamicina, che per contro aumenta la 

segnalazione di MAPK (Soares et al., 2013).  

 

1.4 Il ruolo della via di segnale PI3K/AKT/mTOR nel cancro prostatico 

 

1.4.1 Il crosstalk fra la via PI3K/AKT/mTOR e la segnalazione genomica del AR 

 

L'inibizione della segnalazione AR (Androgen Receptor) è uno dei principali obiettivi terapeutici nel 

trattamento del PC. Il crosstalk fra la pathway PI3K/AKT/mTOR e la segnalazione dell’AR è ben 

documentato in letteratura (figura 1.5 e figura 1.6), è importante sottolineare come la prima possa fungere da 

giunzione tra segnalazione AR genomica e non genomica. 

AR è un fattore di trascrizione che appartiene alla famiglia dei recettori nucleari per ormoni. In generale, gli 

AR inattivi risiedono nel citoplasma della cellula e interagiscono con chaperones e co-chaperones come le heat 

shock protein, fra le quali, una particolarmente importante per la stablizzazione di questo recettore è PAS 

(Saranyutanon et al., 2019). Questa interazione impedisce la traslocazione nucleare di AR. La via canonica del 

AR viene innescata dal legame androgeno-recettore a livello del ligand binding domain su quest’ultimo, che 

induce un cambio conformazionale e conseguente attivazione del AR. Il recettore a questo punto si dissocia 

dal legame con le proteine chaperones, ed è libero di dimerizzare con un’altra molecola di AR attivata e di 

traslocare nel nucleo, dove il complesso potrà legare le sequenze con senso “androgen response element” 

(ARE) e regolare la trascrizione dei geni bersaglio. Questo meccanismo è noto come "segnalazione AR 

genomica", è ligando-dipendente e avviene nell’arco di alcune ore dalla stimolazione (Liao et al., 2013). Inoltre, 
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AR attivato, può legarsi a siti di cromatina non canonici, mediante un legame che risulta essere potenziato 

soprattutto nei casi di resistenza alla terapia (Wilson et al., 2016). 

In assenza della stimolazione androgenica, la segnalazione AR genomica può essere regolata da cascate 

citoplasmatiche, inclusa la via PI3K/AKT, a loro volta attivate da fattori di crescita e citochine (Traish et al., 

2009). In tal caso, AR subisce modifiche post-traduzionali, in particolare fosforilazione, acetilazione, 

metilazione, ubiquitinazione e SUMOilazione (Wen et al., 2020). L'AR attivato da fattori di trasduzione del 

segnale può comunque traslocare nel nucleo e regolare la trascrizione del gene bersaglio. 

 

1.4.2 Il crosstalk fra la via PI3K/AKT/mTOR e la segnalazione non-genomica del AR 

 

La segnalazione del AR può anche avvenire in modo non genomico. In questo caso, la traslocazione del AR al 

nucleo non è necessaria, perciò, a differente di quella appena discussa, questo tipo di trasduzione del segnale 

avviene nell’arco di pochi minuti (Leung et al., 2017), in quanto è sufficiente che l'AR citoplasmatico attivato, 

interagisca con altre molecole effettrici nel citoplasma o localizzate nei lipid rafts di membrana (Migliaccio et 

al., 2000). Questo step attiva un ventaglio di cascate di segnalazione, che regolano la proliferazione e la 

sopravvivenza cellulare, con effetto anti-apoptotico, o coinvolte nella migrazione. 

Diverse molecole di segnalazione sono note per interagire con AR, fra queste, le principali sono PI3K, AKT, 

Src, Ras/RAF, PKC, MAPK/ERK (Kokal et al., 2020). E’ interessante notare come alcune di queste molecole, 

una su tutte AKT, possano fungere da giunzione tra i meccanismi di segnalazione AR genomica e non 

genomica. La cross-fosforilazione che avviene fra AKT e AR ne è un esempio: da un lato, il legame 

androgeno-AR porta ad un aumento dell’attività chinasica di AKT (Roediger et al., 2014), dall’altro, 

quest’ultimo fosforila AR sui residui Ser210, Ser213, Ser215, Ser791 and Ser792, regolandone così l’attività 

trascrizionale (Wen et al., 2020). Quindi, i downstream targets di queste cascate attivate innescate dalla 

segnalazione AR non-genomica possono anch’esse interagire con AR libero dal legame con ormoni, e 

eventualmente portare ad una sovrapposizione con i meccanismi di segnalazione androgeno-dipendente. 

Questo suggerisce che la via mediata da AR può essere compensata ed eventualmente sostituita quando la 

cellula contrasta alcune pressioni selettive. 
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1.4.4 Il guadagno di funzione di AKT  

 

Scendendo lungo la via di PI3K, si trova il suo effettore chiave, ovvero AKT. Visto il suo ruolo fondamentale 

nella regolazione di processi di sopravvivenza e di proliferazione, e quindi di essere un potente oncogene, se la 

sua attività non viene finemente regolata in modo fisiologico, è sicuramente un importante candidato per lo 

sviluppo di molecole utilizzabili nella terapia con inibitori di protein-chinasi nel cancro. E’ noto che 

l'iperattivazione di AKT porta ad inibizione della morte cellulare nella linea cellulare umana di 

adenocarcinoma prostatico invasivo LNCaP, e promuove la crescita del tumore e la resistenza alla castrazione 

in modelli murini transgenici (Li et al., 2007). È interessante notare che in termini di guadagno di funzione, sia 

più di frequentemente rilevata l’amplificazione, rispetto a fenomeni di mutazione (Manning & Toker, 2017). In 

linea con questo, alterazioni genetiche a carico di PDK1, PHLPP1/2 e PP2A, importanti regolatori di AKT, 

possono essere meccanismi paralleli che consentono un aumento della funzionalità della chinasi (Manning & 

Toker, 2017). 

Un readout dell’attivazione di AKT può essere rilevata dai livelli di fosforilazione della Ser473 e Thr308. 

Sorprendentemente, entrambi gli agonisti AR usati nella SAL (supraphysiological androgen level) nell’ambito 

della BAT, o l'antagonista del AR, Enzalutamide, utilizzati in clinica, non solo inibiscono la proliferazione 

cellulare, ma aumentano anche la fosforilazione di AKT nelle linee di PC (Pungsrinot et al., 2020), rendendo 

le cellule LNCaP resistenti all’apoptosi. Questo modello in vitro può rappresentare uno sviluppo iniziale di 

CRPC AR-indipendente. Un altro meccanismo da sottolineare se si parla di fosforilazione indotta dall’utilizzo 

di antagonisti di AR, è senza dubbio la regolazione della trascrizione di FKBP5, un target transattivato da AR, 

coinvolto perciò nella regolazione della responsività dei recettori degli ormoni steroidei. Essendo un co-

chaperones associato a HSP90, è stato dimostrato che regola negativamente la segnalazione di AKT, 

stabilizzando le proteine fosfatasi PHLPP1/2 (Pei et al., 2009). Ciò significa che la soppressione della 

transattivazione AR-mediata di FKBP5, favorisce la fosforilazione di AKT. Alcuni lavori pubblicati, 

suggeriscono che l'ADT stimoli la segnalazione di AKT e, di conseguenza, la sopravvivenza delle cellule 

neoplastiche, in parte attraverso la downregolazione di FKBP5 (Qin et al., 2014). Quindi, indurre una 

riduzione dell’espressione di FKBP5 durante l'ADT, o effetturare una terapia mirata sul AR, potrebbe indurre 
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questi circuiti di feedback responsabili dell’attivazione di AKT e dell’induzione di una resistenza adattativa al 

farmaco. 

In linea con questo, un aumento del livello di fosforilazione di AKT è correlato con un elevato Gleason score 

e una prognosi spesso infausta in pazienti affetti da CRPC (Bedolla et al., 2007). Inoltre, parametri biochimici 

quali l’aumento del livello di fosforilazione di AKT e la delezione di PTEN, possono essere associati ad un 

elevato Gleason score, per predire la possibilità di recidiva in pazienti trattati con prostatectomia radicale 

(Bedolla et al., 2007). 

 

1.4.5 Il guadagno di funzione di mTOR  

 

Il guadagno di funzione di mTOR è soprattutto legata ad alterazioni genetiche di TSC1/2, ovvero i regolatori a 

monte di mTORC1/2. Da un lato, la delezione di Tsc1 nell'epitelio prostatico di modelli murini causa PC, 

associato di conseguenza ad un’elevata segnalazione di mTORC1 (Kladney et al., 2010). D'altra parte, la 

delezione combinata in eterozigosi TSC2+/- e PTEN+/-, è sufficiente per promuovere l'attivazione di mTOR e 

la tumorigenesi a livello prostatico in vivo (Ma et al., 2005). Se da un lato i meccanismi legati ai regolatori a 

monte siano fondamentali e i più frequenti nella cancerogenesi di questo tessuto, anche le alterazioni genetiche 

dei componenti di mTORC1/2 meritano di essere menzionate. È interessante notare che, nonostante la 

frequenza delle alterazioni genetiche a carico di questi ultimi sia bassa, l'amplificazione del gene DEPTOR, in 

clinica, sembra essere rilevata fino al 21.4% dei casi, e correlata con una peggiore progression-free survival (Hu 

et al., 2018). Questo dato ha però un che di sorprendente, perchè DEPTOR è in realtà un soppressore 

endogeno dell'attività della chinasi mTOR. Una possibile spiegazione di questo impatto sull’outcome dei 

pazienti, è che la sovraregolazione DEPTOR sopprime il feedback inibitorio mediato dal segnale mTORC1-

p70S6K verso mTORC2 e PI3K, con conseguente aumento dell'attivazione di AKT e dell’attività di mTORC1 

(Peterson et al., 2009). Infine, anche RICTOR, componente principale di mTORC2 che lo rende insensibile 

alla rapamicina, ha un ruolo nel guadagno di funzione di mTOR. In letteratura è riportato che Rictor è un 

necessario per il processo di cancerogenesi prostatica PTEN loss-indotta nel topo (Guertin et al., 2009). 
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Studi in vivo a supporto di questa teoria mostrano che la delezione di Rictor sopprime la crescita del PC 

PTEN -/-. Pertanto, suggeriscono che l'alterazione oncogenica di RICTOR che causa il aumento di funzionalità 

di mTORC2, potrebbe facilitare la progressione del PC (Carr et al, 2015). 

 

1.5 La terapia e la resistenza adattativa al farmaco nel cancro prostatico 

 

1.5.1 Una overview delle principali strategie terapeutiche del cancro prostatico nell’attuale pratica clinica 

 

Il PC è una malattia eterogenea dal punto di vista clinico. E’ il principale tipo di cancro diagnosticato 

nell’uomo e ne è la terza causa di morte cancro-relata, sviluppandosi principalmente nei maschi al di sopra dei 

70 anni ed evidenziando attualmente una sopravvivenza del 90% a 5 anni dalla diagnosi (WHO, 2020). 

Strategie terapeutiche come la androgen deprivation migliorano la qualità della vita dei pazienti, ma non sono 

sufficienti per eradicare la patologia. Infatti, sono numerosi i casi di pazienti che, nonostante siano affetti da 

una forma di PC localizzato, e godano di buona prognosi in seguito alla castrazione, vanno incontro a ricadute 

e allo sviluppo di PC castrazione-resistente e metastatico (Aggarwal et al., 2017; Feng et al., 2019). 

La ricaduta o una nuova progressione della malattia spesso avvengono a causa di una risposta adattativa al 

farmaco, che sfrutta vie alternative a quella della segnalazione del AR. Fra queste, una delle principali è senza 

dubbio la via di segnale PI3K/AKT/mTOR, nota per il suo ruolo nella regolazione di un ampio ventaglio di 

processi biologici, dalla sintesi proteica, alla proliferazione cellulare, passando per la glicolisi e la migrazione, 

solo per citarne alcuni dei più significativi per questa patologia (Jillson et al., 2021). Proprio per questa sua 

grande versatilità, la via di AKT rappresenta uno dei più importanti effettori dei meccanismi di resistenza 

adattativa alle terapie classiche contro il PC. E’ importante sottolineare come siano tanti i meccanismi alla base 

della sua attivazione costitutiva. Infatti, oltre alle classiche mutazioni che consentono un guadagno di funzione 

ai suoi principali effettori (in particolare PI3KCA, AKT, e PTEN), anche le modifiche post traslazionali ed 

epigenetiche rappresentano altri meccanismi fondamentali nell’instaurazione di questi meccanismi molecolari 

di progressione tumorale e di farmaco resistenza. 
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Le terapie di elezione contro il PC sono: 

i) la rimozione chirurgica della ghiandola prostatica (prostatectomia radicale), che rappresenta la 

miglior strategia per la rimozione di un PC localizzato (Brawley et al., 2018). 

ii) La radioterapia associata alla terapia ormonale, strategia selezionata in base all’età e allo stato 

generale di salute del paziente (Huggins et al., 1941). 

iii) La terapia di deprivazione androgenica (ADT), opzione terapeutica molto sfruttata ultimamente, 

basata sul tentativo di ridurre i livelli sierici di testosterone al minimo possibile, così da 

minimizzare il suo effetto stimolatorio sulle cellule neoplastiche (Sharifi et al., 2005). Questa 

strategia è anche nota come “castrazione chimica”, in quanto utilizza farmaci antiandrogeni (in 

particolare agonisti dell’ormone di rilascio delle gonadotropine), con lo scopo di inibire l’asse 

ipotalamo – ipofisi – gonadi maschili. In parallelo, esistono farmaci in grado di bersagliare il 

complesso enzimatico del citocromo P450, con lo scopo di ridurre drasticamente la sintesi di 

androgeni a partire dai loro precursori steroidei (Sharifi et al., 2005).  

Per quanto riguarda queste ultime strategie farmacologiche, in diverse occasioni, dopo un’iniziale riposta delle 

cellule cancerose, si instaura lo stadio di castration resistant prostate cancer (CRPC) (Harris et al., 2009). 

Quest’ultimo è causa di metastatizzazione del tumore, e, di conseguenza, di un peggioramento della prognosi e 

di mortalità. 

Sono stati proposti tanti meccanismi alla base di questo fenomeno, fra cui un aumento della sintesi di 

androgeni da parte delle cellule neoplastiche, mutazioni, amplificazione o overespressione del AR e, 

soprattutto, il crosstalk fra il AR e pathway di proliferazione cellulare, come quella mediata da AKT (Mills et 

al., 2014) (figura 1.6). 
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Figura 1.6: La transizione dal PC da AR-dipendente, a PI3K/AKT/mTOR pathway-dipendente. Nel pannello di sinistra è possibile 

apprezzare un esempio di tumore prostatico localizzato, e a questo stadio, la malattia è responsiva al segnale mediato dagli androgeni 

circolanti, che, mediante AR, stimolano la crescita della neoplasia. E’ perciò sensibile alla castrazione. Nel pannello centrale sono 

invece raffigurati i meccanismi molecolari che rendono il tumore prostatico resistente alla castrazione, in quanto, grazie ad altre pathway 

come quella di AKT, la segnalazione mediata da AR resta attiva anche in assenza di androgeni. Infine, nel pannello di destra, viene 

mostrato l’ultimo stadio del tumore, ovvero quando la pressione selettiva indotta dagli antagonisti di AR, lo renda resistente agli stessi, 

in quanto la sua proliferazione diventa del tutto AR indipendente per via dell’espressione di varianti di splicing del recettore (ARv7) 

mancanti di ligand binding domain, o mutazioni dello stesso. In questa fase, oltre a sfruttare la via di AKT come principale driver della 

sua proliferazione, sfrutta anche recettori che lo rendono responsivo anche ad altre tipologie di ligando, come progesterone, 

glucocorticoidi e estrogeni. Immagine adattata da Pungsrinont et al., 2021. 

 

Inoltre, vi sono altre strategie terapeutiche, quali la SAL (supraphysiological androgen level), e la BAT (bipolar 

androgen therapy), ovvero una combinazione fra ADT e SAL. Quest’ultima inizialmente sembrava dare 

risultati interessanti, in quanto, a seguito ad un primo aumento del tasso proliferativo dovuto alla SAL, le 

cellule tumorali andavano incontro ad una destabilizzazione nella fase della deplezione di androgeni, e quindi 

del ligando in grado di innescare le pathway di sopravvivenza a valle del AR, dovuta alla ADT (Holroyd et al., 

2018). Da un lato però questo portava all’accumulo di cellule tumorali in possesso di varianti di splicing di AR, 

dall’altro, di cellule PC che non esprimevano AR, quindi, in ogni caso, il risultato finale era quello di ottenere 

una massa tumorale in grado di progredire in modo AR indipendente nonostante la pressione di queste 

strategie terapeutiche. 

E’ importante sottolineare come ogni stadio di resistenza alla terapia, che trasforma un PC localizzato in un 

CRPC metastatico, rende il tumore via via più aggressivo grazie all’attivazione di meccanismi di resistenza 

adattativa innescati da pathway di sopravvivenza parallele a quella del AR. In letteratura è riportato che circa il 
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42% dei PC localizzari e il 100% dei PC in stadio avanzato, manifestano un’attivazione non fisiologica della via 

di segnale PI3K/AKT/mTOR (Toren et al., 2014). 

Uno dei meccanismi più frequenti alla base di questa upregolazione della pathway, è la mutazione o delezione 

di PTEN. Studi in modelli murini mostrano come la “PTEN loss” rappresenti un importante genetic driver 

della trasformazione di un tessuto epiteliale prostatico sano in un PC aggressivo e invasivo (Sarker et al., 2009). 

Inoltre, risulta essere legato allo sviluppo di caratteristiche di insensibilità agli androgeni in CRPC, in quanto, la 

PTEN loss da un lato de-reprime l’attivazione di EGR1 e c-Jun, regolatori negativi dell’attività dell’AR, 

dall’altro, promuove l’attivazione di PI3K, favorendo così meccanismi di proliferazione cellulare svincolai però 

dagli androgeni. 

 

1.5.2 La via di segnale PTEN-PI3K/AKT/mTOR e i primi inibitori di protein-chinasi nel cancro prostatico. 

 

Per comprendere l’importanza del ruolo della pathway di PI3K nella cancerogenesi prostatica basta sfogliare la 

letteratura: una regolazione anomala della via è infatti documentata nel 40% dei casi di PC diagnosticato 

precocemente, e in oltre il 70% di PC avanzato (Malik et al., 2002). Circa il 30% dei tumori prostatici primari 

presentano delezione di PTEN, così come il 60% dei CRPC ed è considerata una caratteristica chiave 

nell’hormone- naïve PC (Evren et al., 2011). Inoltre, da un punto di vista clinico, è associata ad un Gleason 

score elevato. Il ruolo biologico dell’iperattivazione della pathway è in particolare quello dell’induzione della 

resistenza al trattamento di ablativo degli androgeni, della progressione verso uno stadio della malattia 

refrattaria agli ormoni e di un peggioramento generale della prognosi (Sutherland et al., 2014). 

In linea con l'importanza di questa via nel cancro, dagli anni '90 sono state stato sviluppate un gran numero di 

small molecule inhibitors, in grado di agire sia su specifici attori della pathway, che su più di uno 

contemporaneamente, in base al range di concentrazione utilizzato. Agli inizi degli anni ‘90, le prime molecole 

ad essere state utilizzate come strumenti per lo studio e la decodifica della complessa attività di PI3K, sono 

state i suoi inibitori wortmannina e LY294002. La prima, si lega in modo covalente alla subunità catalitica 

p110, sito di legame dell'ATP, determinando un'inibizione irreversibile di PI3K. LY294002 invece, come la 

maggior parte degli altri inibitori, compete in modo reversibile con l’ATP per il legame alla subunità catalitica 

di PI3K. Sebbene entrambe le molecole siano state molto utili negli studi in vitro, la loro tossicità era troppo 
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alta per l'uso clinico. Sulla base della struttura di questi due composti e grazie alle strutture cristalline delle 

isoforme catalitiche p110, sono state generate molte piccole molecole altamente selettive, in grado di agire sia 

come pan-inhibitors, che come inibitori di due o di singole isoforme. Anch’esse competono con l’ATP per il 

legame al sito attivo, e presentano già un’attività nel range di concentrazione del nano molare, molti sono 

entrati in studi clinici legati al cancro. L'efficacia clinica dei pan-inhibitors è stata però modesta e correlata ad 

un'elevata tossicità, probabilmente proprio a causa della simultanea inibizione di tutte le isoforme. Studi sulla 

diversa localizzazione tissutale delle isoforme di p110 e sui fenotipi risultanti dalla loro alterazione genetica 

specifica, hanno suggerito che le varie isoforme hanno funzioni biologiche specifiche, guidando così la ricerca 

verso la sintesi di inibitori isoforma-specifici (Saranyutanon et al., 2019).  

Allo stesso modo, negli ultimi decenni sono state sviluppate diverse generazioni di inibitori di mTOR e tutti 

sono stati ampiamente studiati sia a livello preclinico che clinico. Comprendono sia agonisti dell’ATP per il 

sito attivo, che inibitori allosterici. Il macrolide rapamicina, derivato dai batteri, è un inibitore allosterico che 

mostra selettività per mTORC1, sebbene possa inibire anche mTORC2 in caso di esposizione a lungo 

termine. La rapamicina e i suoi analoghi, i cosiddetti rapalog, RAD001/everolimus e CC1-779/temsirolimus, 

formano un complesso con FKBP12 che a sua volta lega mTORC1. La riduzione della fosforilazione dei 

substrati mTORC1, in particolare p70S6K e in misura minore 4EBP1, è utilizzato come readout 

dell'inibizione. I rapaloghi RAD001/everolimus e CC1-779/temsirolimus sono approvati dalla FDA e 

dall'EMA (Sasongko et al., 2016). Diversi inibitori ATP-competitive di mTOR che agiscono sia su mTORC1 

che mTORC2, o di DNA-PK/mTOR, come vistusertib e sapanisertib, sono in sperimentazione clinica 

oncologica di fase II (Liao et al., 2013; Saranyutanon et al., 2019). 

La maggior parte degli inibitori di AKT si legano al sito catalitico in cui fisiologicamente alloggia l’ATP. 

Tuttavia, esistono anche inibitori allosterici in grado di generare un ingombro sterico tale da impedire al 

dominio PH di AKT di legarsi al PIP3, impedendo così l’attivazione della chinasi. L'alchilfosfolipide 

perifosina, un analogo lipofilo della colina, che impedisce la traslocazione di AKT alla membrana plasmatica e 

la sua successiva fosforilazione, è stato il primo di questa classe di composti testati in vitro e in vivo. 

Sfortunatamente, nonostante i risultati promettenti degli studi preclinici, nessuno studio sulla perifosina in 

monoterapia ha dimostrato un'efficacia significativa in clinica per pazienti oncologici.  
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1.5.3 La terapia con inibitori di protein-chinasi diretta contro la via di PI3K/AKT e l’induzione di  

meccanismi di feedback 

 

Vista la frequenza di alterazione dell’asse PI3K/AKT/mTOR in numerose tipologie di cancro, negli ultimi anni 

sono state sintetizzate molte small molecules che hanno come bersaglio diversi componenti chiave di questa 

via. Molte di esse sono state testate in trial clinici, principalmente per tumori solidi (Dienstmann et al., 2014). 

Pur partendo da risultati preclinici molto promettenti, tuttavia, nessuna di queste nuove molecole ha finora 

prodotto gli effetti sperati. A differenza degli inibitori delle tirosin-chinasi (TKIs), l’insuccesso non è attribuibile 

a resistenza per l’insorgenza di nuove mutazioni che consentono alla proteina bersaglio di aggirare l’azione 

dell’inibitore, ma a fenomeni di adattabilità delle cellule o all’esistenza di meccanismi di feedback. Questi 

ultimi da un lato sono responsabili dell’attivazione di pathway parallele con effetto analogo a quella bersagliata 

dall’inibitore, dall’altro, sempre in seguito al meccanismo appena citato, innescano mediatori della via di 

segnale a valle del punto di azione del farmaco. Molti studi clinici che impiegano molecole inibitrici della via 

PI3K/AKT/mTOR, falliscono a causa dell'incompleta inibizione degli attori della pathway, questo infatti riflette 

la grande ridondanza di questo meccanismo molecolare e i numerosi feedback loops, positivi/negativi, che 

esistono sia all'interno della cascata PI3K/AKT/mTOR, che tramite crosstalk con altri vie di segnalazione 

(Rodrik-Outmezguine et al., 2011; Rozengurt et al., 2014). 

 Un’altra applicazione interessante è anche quella di mettere a punto una terapia basata sulla combinazione di 

questi inibitori con farmaci antineoplastici tradizionali, potendo così ridurre il dosaggio di questi ultimi, 

limitando i loro effetti collaterali a livello sistemico (Steelman et al., 2011).  

Le tre classi principali di inibitori basati sulla via di AKT testati su modelli preclinici e entrati successivamente 

in trial clinico sono gli inibitori allosterici, gli inibitori duali di PI3K/mTOR e gli ATP-competitive.  

Uno primo esempio riguarda l’inibitore duale di PI3K/mTOR, ATP-competitive, BEZ235. Studi preclinici, da 

un lato, hanno evidenziato che la doppia inibizione di queste due chinasi nei topi PTEN-null a livello 

prostatico, è in grado di ridurre le dimensioni del tumore. Tuttavia, è emerso che BEZ235 è scarsamente 

tollerato nei pazienti con concomitante delezione di PTEN e resistenza alla castrazione (Cinar et al., 2007). 

Questo fallimento potrebbe essere spiegato sia in parte dagli effetti dell’inibizione sul bersaglio dell’inibitore, 

che a causa della sua azione su altre chinasi. Vale la pena ricordare che PI3K controlla infatti molte funzioni 
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nucleo e la transattivazione di geni che codificano per altri attivatori fisiologici di PI3K, IR e IGF-1R (Teply et 

al., 2018) (figura 1.7b). 

 

 

Figura 1.7: Meccanismi feedback che coinvolgono la via di PI3K. Pannello “a”: rappresentazione schematica dei meccanismi di 

feedback che coinvolgono Irs-1 in seguito ad inibizione farmacologica di mTORC2, vedere il teso per i dettagli. Pannello “b”: 

Rappresentazione schematica dei di feedback indotti da FoxO che, a seguito dell’inibizione farmacologica di AKT, non risente più 

della regolazione inibitoria di quest’ultimo che lo indirizzerebbe al proteasoma, permettendo così a questo fattore di trascrizione di 

regolare positivamente l’espressione di geni attivatori di PI3K, come IGF1-R. Immagini adattate da Braglia et al., 2020. 

 

A causa dell’induzione dei meccanismi compensatori appena descritti, gli sforzi successivi della ricerca si sono 

concentrati sullo studio di combinazioni di farmaci progettate con lo scopo di bypassare la resistenza adattativa. 

b 

a 
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(Puhr et al., 2018). È interessante notare è stato anche ben tollerato come monoterapia in uno studio clinico di 

fase I (Puhr et al., 2018). Sulla base di queste premesse, recentemente, uno studio di fase II internazionale 

multicentrico e randomizzato su abiraterone acetato (inibitore di uno degli enzimi chiave per la sintesi del 

testosterone), ha valutato l'efficacia dell’associazione di quest’ultimo con GDC-0068, in pazienti con PC 

metastatico con PTEN wild type, rispetto a quelli PTEN-null. I risultati di questo studio sono stati 

estremamente incoraggianti: è stata osservata un aumento della progression free servival nella coorte 

abiraterone + ipatasertib, rispetto a solo abiraterone, e tale parametro è risultato essere ulteriormente 

aumentato nella popolazione di pazienti portatori della delezione di PTEN. La combinazione, inoltre, è anche 

ben tollerata (De Bono et al., 2019). Su queste basi, è in corso uno studio randomizzato di fase III per valutare 

GDC-0068 insieme ad abiraterone e prednisone, in pazienti con CRPC che non precedentemente trattati 

(NCT03072238). 

E’ stato dimostrato che anche l'inibizione di mTORC1 è in grado di prevenire la stabilizzazione di mTORC1 

della proteina Grb10, proteina adattatrice che, ricordiamo, regola negativamente la segnalazione RTK 

(Manning & Toker, 2017). 

Inoltre, il substrato mTORC2, SGK1, può sostituire AKT in risposta all'inibizione di PI3K/AKT, portando 

all'attivazione di substrati condivisi con AKT che mediano processi cellulari prooncogenici, come alcuni cicli 

metabolici, la crescita, la sopravvivenza e la migrazione cellulare (Manning & Toker, 2017).  

 

1.6 I microRNA 

 

1.6.1 microRNA: biogenesi, regolazione e ruolo biologico 

 

I microRNA (miR) sono una classe di piccoli RNA non codificanti (la loro lunghezza varia dai 18 ai 22 

nucleotidi), trascritti dalla RNA polimerasi II. La loro funzione biologica consiste nell'appaiare la loro seed 

region (composta da 2-7 nucleotidi) con porzioni complementari del loro RNA bersaglio, spesso a livello di 

regioni regolatorie come il 3'UTR. Questo porta all'inibizione della trascrizione dell'mRNA bersaglio o, in 

alternativa, alla sua degradazione (Alberts et al., 2016). 
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I geni codificanti per i miR sono evolutivamente conservati, il 70% dei quali possono essere localizzati 

all'interno degli introni o esoni di geni codificanti proteine, il 30% invece, in aree intergeniche (Hata & 

Lieberman, 2015). La maggior parte dei miR esonici o intronici, sono orientati nello stesso senso del loro gene 

ospite, suggerendo che sono trascritti in parallelo con la loro trascrizione ospite. Il secondo gruppo di miR è 

trascritto da regioni intergeniche o deserti genetici comprendenti unità di trascrizione indipendenti (Hata & 

Lieberman, 2015). In figura 1.8, sono mostrati gli step principali della biogenesi dei miR, descritta qui di 

seguito. La polimerasi II genera trascritti lunghi diverse kilobasi (pri-miRNA), che sono successivamente 

processati nel nucleo dall'enzima Drosha, da questa prima digestione otterremo un precursore lungo 70 nt 

(pre-miRNA) (Ruvkun et al. 2001). Quest’ultimo viene esportato verso il citoplasma attraverso l’esportina 5, 

dove è legato al RNase Dicer, e al RNA-induced silencing complex (RISC) (Ruvkun et al. 2001). RISC è 

composto dalla proteina legante l'RNA sensibile alla transattivazione (TRBP) e Argonaute 2 (Ago2). Studi 

recenti suggeriscono che prima Ago2 esegue un taglio del pre-miRNA a livello di 12 nt dalla sua estremità 3’ 

(formando miR precursore Ago2-clivato), e successivamente Dicer fende nuovamente questo precursore 

generando un miR duplex maturo da 22 nt (Alberts et al., 2016). Mentre la mature strand viene mantenuta 

all’interno di RISC, il passenger strand viene rimosso e degradato (Lee et al., 2004). A questo punto, il singolo 

filamento maturo di 22 nt che compone il miR, riconosce sequenze complementari nella regione 3’ non 

tradotta del mRNA bersaglio, in particolare, è la seed region di 2-8 nt del miR a svolgere questa funzione di 

appaiamento. Il legame miR-mRNA guida così il complesso RISC (a sua volta legato al miR) e gli permette di 

reprimere l'espressione genica, inibendo la traduzione e favorendo la degradazione del messaggero (Lee et al., 

2004). Durante la loro biogenesi, i miR sono soggetti ad un’intensa attività di trascrizione e regolazione post-

trascrizionale, e la delucidazione di questi meccanismi ha migliorato la comprensione di quali possano essere 

gli step che ne causano una regolazione non fisiologica in contesti patologici. 

Come descritto sopra, la deregolamentazione dei miR nel cancro potrebbe derivare in parte da fattori genomici 

come delezione, mutazione o amplificazione (Croce et al., 2008). Sono però noti anche meccanismi 

epigenetici che regolano l'espressione, soprattutto nel contesto di patologie neoplastiche (van Rooji et al., 

2007).  

Numerosi articoli descrivono la famiglia dei miR-34a, -b e –c, definendola come indotta direttamente da TP53 

e suggerendo che alcuni degli effetti di TP53 potrebbero essere mediati attraverso l'attivazione trascrizionale 
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dei miR stessi (Croce et al., 2008, Alberts et al., 2016). Utilizzando diversi modelli, gli autori hanno confrontato 

l'espressione di miR in cellule con elevata o bassa espressione di TP53, scoprendo che l’espressione del miR-

34 è maggiore in cellule che esprimono TP53 ad alti livelli. Esperimenti di immunoprecipitazione della 

cromatina, hanno rivelato che TP53 si lega specificatamente ai promotori dei miR-34. Il ripristino dei livelli 

fisiologici del miR-34, sia nelle linee, che in cellule primarie, impatta su un programma genetico che se inibito, 

induce l'arresto del ciclo cellulare (Alberts et al., 2016). 

Lavori recenti suggeriscono anche che c-Myc transattivi miR, in particolare il cluster miR-17-92 (Chang et al., 

2007). Inoltre, regola negativamente la trascrizione di miR con attività tumor-suppressor, come quelli della 

famiglia let-7, quelli della famiglia del miR-29 (Chang et al., 2007). Analogamente al caso precedente, 

esperimenti di immunoprecipitazione della cromatina hanno dimostrato che c-Myc si lega alle sequenze 

conservate del promotore del miR che reprime. Funzionalmente, la repressione dei miR indotta da c-Myc 

contribuisce alla linfomagenesi, poiché il ripristino dei miR silenziati diminuisce il potenziale tumorigenico 

delle cellule di linfoma (Chang et al., 2007). Nel loro insieme, i dati attuali suggeriscono che i miR svolgano un 

ruolo importante nelle vie mediate dagli oncogeni c-Myc, E2F e TP53, attraverso la regolazione coordinata di 

molteplici trascritti (He et al., 2007; Chang et al., 2007). 

Un altro importante meccanismo epigenetico di regolazione del miR è il silenziamento dell'espressione 

mediante ipermetilazione del DNA promotore. Saito e colleghi, hanno documentato per la prima volta, sia in 

linee che in cellule primarie di cancro alla vescica, che il miR-127 è silenziato mediante l’ipermetilazione del 

promotore, ma che la sua espressione potrebbe essere ripristinata utilizzando agenti ipometilanti (Saito et al., 

2005). Inoltre, gli autori hanno dimostrato che il miR bersaglia l'oncogene BCL-6, suggerendo che gli agenti 

ipometilanti possono quindi anche attivare l’espressione di miR (Saito et al., 2005). Altri gruppi hanno 

descritto diversi miR che in condizioni patologiche sono silenziati tramite metilazione, e che, quando viene 

meno questa condizione inibitoria, si comportano come tumor suppressor (Lujambio et al., 2007). I miR non 

solo sono regolati dalla metilazione del DNA, ma a loro volta, possono anche modulare la metilazione del 

DNA in cellule cancerose, attraverso l’interazione e inibizione del macchinario di metilazione del DNA 

(Garzon et al., 2009). È interessante notare che i miR-29 sono downregolati nei pazienti con cancro al 

polmone, è stata trovata una correlazione tra miR-29b e l'espressione della metil-transferasi DNMT3B, 
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suggerendo che la downregulatione del miR, possa contribuire all'aumento dei livelli di DNMT3 e, di 

conseguenza, all'ipermetilazione e silenziamento di geni tumor suppressor (Fabbri et al., 2007). 

Benché si abbiano relativamente poche informazioni sulla loro regolazione a livello post-trascrizionale, l'idea 

prevalente finora era che i miR fossero i bersagli trascrizionali finali delle vie di segnalazione. La recente 

comparsa di nuovi studi che identificano questi meccanismi, aiuta a spiegare come il livello di un miR può 

cambiare rapidamente in risposta ad un segnale intracellulare e, di 

conseguenza, regolare prontamente l’effetto di un gene senza che 

vengano coinvolti eventi trascrizionali. Questo fornisce un esempio di 

meccanismo di come le cellule con un breve ciclo vitale, possano 

indurre cambiamenti transitori sul livello di espressione in proteina di 

certi geni. In questi processi, è perciò fondamentale che vi sia una 

stringente regolazione post-trascrizionale, così da modulare in modo 

ancora più fine e regolare la fluttuazione dei livelli di espressione dei 

miR e, di conseguenza, regolare il loro impatto sull’espressione 

proteica.  

Figura 1.8: Biogenesi dei micro-RNA. I miR sono trascritti dalla RNA polimerasi II 

(pol II) in lunghi miRNA primari (pri-miR), che vengono riconosciuti e scissi nel 

nucleo dall’enzima Drosha. Si ottiene perciò un precursore a forcina chiamato pre-

miR. Quest’ultimo viene esportato dal nucleo al citoplasma tramite l’esportina 5, 

dove è ulteriormente processato da un altro enzima, Dicer, che produce un duplex di 

19-24 nt. Solo un filamento del duplex miR (miR maturo) è incorporato in un grande 

complesso proteico chiamato RISC. A questo punto, la presenza del mRNA 

bersaglio, induce il complesso RISC-miR a scindere il target, o ad indurne la 

repressione tradizionale, a seconda del grado di complementarietà tra il miR e il suo 

mRNA. Immagine adattata da Hata & Lieberman, Science, 2015. 

 

1.6.2 miR e AKT: un esempio di regolazione bidirezionale 

 

Sono stati pubblicati dati in letteratura che spiegano come AKT, e plausibilmente altre vie di segnalazione, 

possano anch’esse, in modo analogo ma anche in coadiuvazione con i miR da loro regolati, modulare in modo 

tempestivo la traduzione di un gene o eluderne il processo trascrizionale, nel caso in cui si necessaria una 

riduzione della sua trascrizione nell’ambito di eventi di segnalazione transitori (Sayed & Abdellatif, 2010). 

Ecco un esempio di questo meccanismo: alcuni studi eseguiti su linee cellulari di cancro del colon (SW480) e 

di cancro al seno (MCF-7) mostrano come l’inibizione di AKT, ottenuta mediante somministrazione di 
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1.6.3 Il ruolo dei miR nel cancro 

 

I miR svolgono un ruolo importante nella regolazione dell'espressione di oltre il 60% dei geni dei mammiferi 

e, come spiegato negli esempi riportati nei paragrafi precedenti, nei processi coinvolti nella proliferazione, 

differenziamento e apoptosi cellulare. Va da sé che il mantenimento della regolazione fisiologica di questi miR, 

sia necessario per evitare di innescare i meccanismi alla base della progressione tumorale. In effetti, molti miR 

espressi in modo non canonico, sono coinvolti in processi come l'inizio, la progressione e la metastasi del 

cancro. 

Il ruolo dei miR, in condizioni fisiologiche, è quello di tumor suppressor, infatti, diversi lavori mostrano una 

loro downregolazione nei tessuti tumorali piuttosto che in quelli sani (Garzon et al., 2009). 

Sorprendentemente, circa la metà dei miR noti si trovano all'interno o vicino a siti fragili, regioni minime di 

perdita di eterozigosi, regioni minime di amplificazione, o breakpoints comunemente associati a patologie 

neoplastiche (Calin et al., 2005). Ad esempio, il cluster di miR-17-92 si trova nel locus 13q31, una regione 

frequentemente amplificata nei linfomi (Ota et al., 2004), i miR-143 e miR-145 si trovano invece a livello di 

5q33, che è frequentemente deleto nelle sindromi mielodisplastiche (Calin et al., 2005), un ultimo esempio è il 

riarrangiamento del miR-125b-1, giustapposto al locus della catena pesante delle immunoglobuline, descritto in 

un paziente con leucemia linfoblastica acuta a cellule B (Sonoki et al., 2005). Visto la loro funzione e l’amplia 

pletora di fenomeni in cui sono coinvolti, l’interesse per questi piccoli mRNA regolatori è perciò cresciuto nel 

tempo. Sfogliando la letteratura, è possibile trovare numerosi studi che negli hanno contribuito ad un’analisi 

sistematica dell'espressione di diversi miR in campioni di cancro, e nei loro corrispondenti tessuti normali 

(Volinia et al., 2006). Questo ha portato alla identificazione di “firme” di miR, che caratterizzano e distinguono 

cellule di tumori soldi ed ematologici, dai loro corrispettivi tessuti sani, ma non solo, a volte sono anche 

associate ad una particolare prognosi, alla possibile predizione di una più o meno rapida progressione della 

patologia, o ad un particolare stadio o sottogruppo di tumore (Iorio et al., 2005).  

Ad esempio, i miR trovano applicazione nel tentativo di risolvere un problema molto attuale, come la diagnosi 

precoce del cancro. Questo perché a causa dell'attuale mancanza di metodi di diagnosi precoce e screening per 

molti tipi di neoplasie, i miR, possono giocare un ruolo interessante nella scoperta di biomarcatori. 
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Accanto alle loro funzioni intracellulari, i miR sono stati rilevati come molecole circolanti in molti fluidi bio-

organici (urina, sangue, saliva ecc.). 

Indagini attuali suggeriscono che i miR non sono solo molecole circolanti passivamente come sottoprodotti, 

ma possono agire anche come mediatori della comunicazione intercellulare attraverso il trasporto mediato 

dall'esosoma in modo analogo agli ormoni, imitando così la via endocrina (Chang et al., 2007). Sono proprio 

queste caratteristiche a rendere i miR eccellenti biomarcatori, unito al fatto che presentano una elevata stabilità 

chimica se studiati in preparati tissutali o di fluidi corporei a fresco o anche fissati in formalina, quindi il loro 

potenziale diagnostico è senza dubbio migliore rispetto ai long-non-coding RNA. 

Nel caso del PC, potrebbe essere utile identificare un pannello di miR testabili nel siero o nei tessuti al fine di 

discriminare i pazienti con un PC locale, da quelli già ad uno stadio più avanzato, così da definire fin da subito 

il tipo di terapia da somministrare, o per stratificare i pazienti sulla base del rischio di metastasi o di recidiva 

(Schetter et al., 2008). 

Lo studio del profilo dei miR nel siero è davvero un approccio interessante, perché può essere effettuato in 

modo non invasivo, e permette di stabilire un pannello diagnostico di miR sierici che probabilmente 

permetterebbe a diversi pazienti di evitare altre tecniche invasive come la biopsia prostatica. Uno studio 

pubblicato, per esempio, ha cercato di identificare una sorta di finger-print di espressione dei miR circolanti 

nel siero di pazienti affetti da PC localizzato e metastatico. Da questo lavoro è emerso che i miR che risultano 

essere espressi in modo anomalo, e che quindi potrebbero diventare potenziali biomarcatori diagnostici, sono i 

miR-141, miR-375 e miR-378 (Song et al., 2014). Tuttavia, ad oggi, nonostante parte dei meccanismi di azione 

di diversi miR siano stati in parte elucidati, per tanti altri non vi sono indicazioni univoche rispetto al loro ruolo 

nel PC e nel cancro in generale, saranno perciò necessari altri studi per arrivare a definire un chiaro profilo dei 

miR nei pazienti oncologici. 

 

1.6.4 I miR come oncosoppressori 

 

Come un gene codificante per proteine, un miR, può agire come tumor suppressor quando la sua perdita di 

funzione può avviare o contribuire alla trasformazione maligna di una cellula normale. Questo potrebbe 

avvenire mediante diversi meccanismi, tra cui delezione, mutazione, silenziamento epigenetico e/o alterazione 
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nelle fasi di biogenesi (Calin et al., 2005). Di seguito, essendo nota la natura oncosoppressoria di diversi miR, 

saranno passate in rassegna alcune famiglie, così da elucidare alcuni meccanismi e gli oncogeni più 

frequentemente targettati, per spiegare così come avviene questa loro essenziale funzione regolatoria. 

Un primo esempio riguarda l'anomalia cromosomica osservata più frequentemente nella leucemia linfatica 

cronica (CLL), ovvero la delezione emizigote e/o omozigote della regione 13q14.3, che si verifica in oltre il 

50% dei casi ed è associato ad una malattia con decorso per lo più indolente (Bullrich et al., 2001). Questa 

regione è ora nota per mappare miR-15a e miR-16-1, è stato scoperto nella regione 13q14.2, mappando alla 

regione cancellata di 30 kb tra gli esoni 2 e 5 del gene LEU2 (Calin et al., 2002). In un sottoinsieme di CLL, si 

osserva che il cluster miR-15a/16-1 è spesso deleto o downregolato, se paragonato a quello che accade a livello 

molecolare in normali linfociti CD5+, ottenuti da sani donatori. 

Il ruolo di onco-soppressore è stato affibbiato a questo cluster dalla scoperta che il gene anti-apoptotico BCL-2, 

frequentemente overespresso in CLL, è un suo bersaglio (Cimmino et al., 2006). 

Pertanto, mutazioni o delezione genica di miR-15a/miR-16-1, può favorire un’espressione non regolata della 

proteina BCL-2 in un sottogruppo di pazienti con CLL. A favore di questa ipotesi, per contro, l’induzione di 

una overespressione dei miR-15a/miR-16-1, correla con una riduzione dell’espressione di BCL-2 nei pazienti 

con CLL (Cimmino et al., 2006). 

Inoltre, l'espressione ectopica di miR-16-1, regola negativamente la crescita e la progressione del ciclo cellulare, 

induce inoltre apoptosi in diverse linee cellulari tumorali umane (Cimmino et al., 2006) e in modello di 

xenotrapianto (Calin et al., 2008). 

Allo stesso modo, la famiglia dei miR let-7 è downregolata in molti tumori solidi (Johson et al., 2005). Molti dei 

membri, si trovano in fragili aree genomiche, spesso perciò ricche di mutazioni in pazienti affetti da cancro al 

polmone, seno e cervice uterina (Calin et al., 2004). Questa famiglia è nota per inibire funzionalmente gli 

mRNA dei principali oncogeni caratterizzati, come la famiglia Ras, HMGA2 e c-Myc (Akao et al., 2006; 

Sampson et al., 2007), e inducono l'apoptosi e l'arresto del ciclo cellulare se overespressi in linee cellulari di 

diverse neoplasia solide ed ematologiche (Sampson et al., 2007). Un ultimo esempio di attività da tumor 

suppressor è data da studi di overespressione del miR-29b, in grado di indurre apoptosi nelle linee cellulari di 

colangiocarcinoma e di cancro al polmone, e di ridurre inoltre la tumorigenicità in un modello di 

xenotrapianto di cancro del polmone (Mott et al., 2007). Questi importanti effetti antitumorali, possono essere 
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spiegati in parte dal targeting diretto a carico della proteina antiapoptotica MCL-1 e dell'oncogene TCL-1, da 

parte dei membri della famiglia del miR-29 (Mott et al., 2007). 

È interessante notare che la maggior parte dei miR con un chiaro ruolo oncosoppressorio (come quelli citati in 

precedenza: miR-15-a/16-1, miR-29 e let-7) hanno più di una locazione genomica, e sebbene la forma dei 

precursori una volta trascritti sia differente, il miR, una volta maturo, è identico. L’espressione nei diversi loci 

potrebbe essere regolata in modo differente; per esempio, nelle linee HeLa, il miR-29b maturo viene trascritto 

preferenzialmente dal locus codificante per miR-29b-1/miR-29a localizzato sul cromosoma 7q32, mentre 

contemporaneamente, l'altro locus miR-29b-2/miR-29c, sul cromosoma 1q23, viene silenziato (Hwang et al., 

2007). La presenza di più copie sul genoma, potrebbe essere un meccanismo conservato durante l’evoluzione 

per preservare la funzione di un importante miR nel caso in cui un suo allele venisse cancellato o silenziato. 

 

1.6.5 I miR nel cancro prostatico 

 

Come già definito in precedenza, è noto dalla letteratura che i miR giochino un ruolo fondamentale nella 

regolazione di numerosi processi alla base del PC, dall’invasione, alla proliferazione non fisiologica delle 

cellule cancerose. In questo paragrafo passeremo perciò in rassegna i principali miR di cui è stata identificata 

una funzione biologica all’interno del PC (figura 1.9). 

Dalla letteratura è noto che uno degli onco-miR più comunemente overespressi in diverse patologie 

oncologiche è il miR-21. Molti dei suoi target sono correlati alla proliferazione microvascolare e all’invasività 

tumorale. La sua espressione è correlata con una frequente recidiva biochimica, e ha valore predittivo per in 

particolare per pazienti con PC dopo prostatectomia radicale (Li et al., 2012). La sua espressione è correlata 

con la resistenza alla castrazione e alla tendenza alla metastatizzazione, e aumenta in concomitanza con 

parametri sfavorevoli come un elevato Gleason score e/o la presenza di metastasi linfonodali. Pertanto, miR-21 

è anche utile come biomarcatore per prevedere progressione del cancro (Cannistraci et al., 2014). Diversi studi 

di letteratura hanno mostrato che i miR-221/miR-222 sono aumentati nel PC e che potrebbero ad un aumento 

della proteina associata alla chinasi della fase S 2 (Skp2), della cicline A e D1, downregolando invece p27Kip1. 

Il risultato è quindi che l’attività di questi miR porta alla progressione del ciclo cellulare dalla fase G1 a S, ad 

una maggiore clonogenicità in vitro, e ad una potenziata tumorigenicità in vivo (Mercatelli et al., 2008).  
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Un altro degno di nota è senza dubbio il miR-141, la cui funzione nel PC non è ancora del tutto chiara, ma è 

stata documentata la sua overepressione a seguito della castrazione, quindi è probabile che vi sia un 

coinvolgimento di meccanismi androgeno-dipendenti, e nei CRPC metastatici, per questo motivo, il ruolo del 

miR-141 nel cancro, sembra interessarne la progressione (Zhang et al., 2013). Tuttavia, da dosaggi dei miR 

circolanti in fluidi corporei, in particolare nel siero, è emerso che i livelli di miR-141 fossero più alti in pazienti 

con PCa (Mitchell et al., 2008). In questo contesto, potrebbe essere considerato uno strumento importante per 

la diagnosi e la prognosi del PC. 

Un altro degno di interesse è il miR-18a, la cui overespressione è legata alla progressione del PC. Anch’esso è 

fortemente overespresso in cellule PC e, in particolare, la sua espressione è molto maggiore nel sangue 

periferico di pazienti con PC rispetto a quelli con IPB e individui sani (Al-Kafaji et al., 2016), rendendo quindi 

questo miR un possibile biomarcatore per distingue la patologia neoplastica dalla condizione benigna (Al-Kafaji 

et al., 2016). 

La nostra rassegna prosegue con il miR-4534, la cui espressione, che risulta essere maggiore nei pazienti PC, 

correla positivamente un aumento dei livelli di PSA e con una minor sopravvivenza libera da recidiva. È 

ipermetilato nelle cellule e nei tessuti normali ma non nel PC, ed esercita i suoi effetti oncogeni in parte 

inibendo l’attività di PTEN (Nip et al, 2016). 

La sua overespressione in linee cellulari non 

tumorali, induce caratteristiche pro-cancerose, 

mentre il suo silenziamento, compromette la 

proliferazione, migrazione, invasione cellulare 

e induce apoptosi e il blocco del ciclo 

cellulare in G0/G1 nel PC (Li et al., 2012).  

Figura 1.9: Rappresentazione schematica della 

patogenesi del cancro alla prostata e dei principali miR 

coinvolti nei processi che la caratterizzano. Il blocco del 

ciclo cellulare e la resistenza all'apoptosi sono 

responsabili della trasformazione tumorale. 

Successivamente, le cellule cancerose vanno incontro 

alla transizione epitelio-mesenchima (EMT), che 

conferisce loro una maggior capacità migratoria ed 

invasiva, necessaria per l’evoluzione a PC metastatico. I 

miRNA overespressi sono evidenziati in rosso, i miRNA 

downregolati, invece, sono evidenziati in verde. 

Immagine adattata da Venacore et al., 2017. 
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Un altro che esercita l’attività di onco-miR se la sua espressione supera i livelli fisiologici è il miR-650. 

Quest’ultimo ha come target CSRP1, una proteina espressa in situazioni di stress cellulare. È stato dimostrato 

che l'inibizione del miR-650, upregola CSR1, il quale inibisce la formazione di colonie e blocca il ciclo 

cellulare in fase S nelle linee prostatiche DU145 e PC3 (Zuo et al., 2015). 

Il miR-32 è altamente espresso in campioni di CRPC rispetto a quelli di IPB. Uno studio ha dimostrato che 

quest’ultimo esercita caratteristiche oncogene attraverso la sua attività inibitoria sui seguenti target: il B-cell 

traslocation gene 2 (BTG-2), e la phospoinositide-3-kinase interacting protein 1 (PIK3IP1), che controlla 

l'inibizione di PI3K, rendendo quest’ultima in grado di svolgere la sua attività pro-survival (Jalava et al. 2012). 

Il cluster miR-106b/miR-25 è composto da due onco-miR, identificato per la prima volta da analisi in silico. E’ 

associato alla progressione del PC in quanto fra i suoi target, spicca la caspasi-7, la cui espressione è inibita sia 

nel carcinoma prostatico primitivo, che nelle lesioni metastatiche (Walter et al., 2013).  

La nostra rassegna termina con il miR-125b, indotto dall’attività del recettore degli androgeni. La sua induzione 

in linee LNCaP, inibisce l'apoptosi e favorisce la proliferazione cellulare. È stato dimostrato che miR-125b 

attiva il network di p53, bloccando la degradazione di MDM2 tramite il targeting di p14
ARF

, normalmente 

deputato al sequestro di Mdm2 (Amir et al., 2013).  

 

1.6.6 Il ruolo dei miR nel EMT 

 

Dalla rassegna dello scorso paragrafo si evince perciò che i meccanismi che determinano l’aggressività e 

l’invasività del tumore coinvolgono una pletora di mediatori e regolatori di meccanismi di trasduzione del 

segnale, ma che anche il crosstalk fra le diverse vie gioca un ruolo fondamentale. Un aspetto decisivo nel 

guidare la patologia neoplastica verso un fenotipo metastatico è sicuramente il fenomeno dell’EMT. Come è 

noto dalla letteratura, i geni Snail, Twist e Slug, fattori trascrizionali deputati alla regolazione, fra le altre, di 

molecole di adesione come le E-caderine (Martin et al., 2015; Xu et al., 2021), se espressi in modo non 

fisiologico, rappresentano uno degli inneschi del processo EMT. A sottolineare quanto appena detto, è però il 

crosstalk di questi tre fattori con altre pathway, e in particolare quella di PI3K/AKT, a completare la 

regolazione del fenomeno (Larue et al., 2007; Wei et al., 2020). Twist1 è uno dei principali promotori dei 
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Terminiamo questa rassegna con un ultimo esempio, il gene let-7, che codifica per una famiglia di miR 

altamente conservata, già discussa nei paragrafi precedenti. Torniamo a citarla in quanto oltre ad essere 

significativamente ridotta nel cancro alla prostata localizzato, ha dimostrato di colpire gli oncogeni implicati 

nella progressione del ciclo cellulare (su tutti Ras e c-Myc), nella migrazione, nella differenziazione e nella 

progressione della transizione epitelio-mesenchimale (EMT) (Kojima et al, 2017).  

E’ chiaro perciò che i miR svolgono un ruolo centrale nella regolazione del EMT, dei processi di migrazione e 

invasione cellulare, e delle proprietà delle CSC. Possono perciò rappresentare il punto in cui convergono 

questi fenomeni e la farmacoresistenza. 

 

1.6.7 Il ruolo dei miR nella farmacoresistenza del cancro 

 

I miR, visto il loro ruolo di regolatori di vie di segnale e, di conseguenza, del loro crosstalk, svolgono un ruolo 

determinante anche all’interno dei circuiti di feedback tipici dei meccanismi alla base della farmacoresistenza. 

In questo paragrafo passeremo in rassegno alcuni esempi che mostrano come i miR possano essere coinvolti 

nella resistenza delle cellule neoplastiche ad alcune terapie farmacologiche.  Il primo esempio è il miR-31, che 

regola l'espressione genica di enzimi di riparazione del DNA nell'adenocarcinoma esofageo (Nagel et al., 

2008). Sembra che la perdita di miR-31 possa promuovere la resistenza alla chemioterapia tramite alterazioni 

dei meccanismi di riparazione del DNA. Sorprendentemente, dopo il ripristino dell’espressione di miR-31, è 

stata apprezzata una maggiore resistenza al cisplatino, così come in cellule che esprimono naturalmente alti 

livelli di miR-31, come la linea leucemica pediatrica P31. In queste ultime è stato determinato un contenuto di 

platino significativamente ridotto all'interno della regione intranucleare, ed è stato determinato che l'induzione 

del danno al DNA è comunque inferiore anche alla reintroduzione di miR-31. Infine, OCT1, un potenziale 

regolatore negativo della trascrizione di miR-31, capace di legarlo nella regione 3′ UTR (Kim et al., 2011), può 

promuovere la overepressione del trasporto del farmaco via carrier lisosomiale (ABCB9), implicando il 

sequestro del cisplatino nei compartimenti intracellulari, impedendogli di accedere al compartimento nucleare 

e perciò di mediare i suoi effetti citotossici primari (Zhang et al., 2014). Questo meccanismo può essere 

utilizzato per eludere il danno al DNA, promuovendo la resistenza cellulare ai chemioterapici contenenti 

platino. 
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Esperimenti di frazionamento dei componenti cellulari hanno permesso di elucidare come diverse cellule 

resistenti al cisplatino, fossero anche in grado di sopravvivere con elevate concentrazioni di farmaco 

intracitoplasmatico. In primis è stato osservato un cambiamento nell'accumulo lisosomiale: questo ha 

promosso l'indagine sui possibili trasportatori di farmaci legati ai lisosomi e sul fatto che le cellule esprimenti 

miR-31 avessero un elevato numero di lisosomi. Altri gruppi di ricerca hanno mostrato come la sostituzione 

del miR-205 nelle cellule di PC downregoli la funzionalità dei lisosomi e il traffico delle proteine, portando ad 

alterazioni nel flusso autofagico delle cellule, modificando così le loro capacità disintossicanti con cui le 

diventerebbero resistenti al cisplatino (Petrocca et al., 2008). Drayton e colleghi, hanno invece trovato una 

relazione alla ridotta espressione di miR-27a con l’attività scambiatore di cisteina e glutammato SLC7A11: le 

linee cellulari di cancro alla vescica resistenti al cisplatino sono state resensibilizzate inducendo l'espressione 

del miR-27a o riducendo l'attività di SLC7A11 tramite siRNA, il che supporta i risultati secondo cui i miR 

possano regolare i trasportatori cellulari, connotando così la regolazione della chemioresistenza cellulare 

(Drayton et al., 2014). Un altro esempio riguarda il miR-93: è stato overespresso in linee cellulari già resistenti 

al cisplatino. Si è visto che quest’ultimo contribuisce ai meccanismi di sopravvivenza cellulare attraverso la 

soppressione dell'espressione di PTEN. 

L'evidenza in vitro di firme di miR specifiche associate alla sensibilità ai farmaci nelle linee cellulari tumorali, 

rafforza la base razionale per studiare queste piccole molecole nel trattamento personalizzato del cancro.  

Il ruolo dei miR nella risposta alla terapia ormonale ha portato a risultati interessanti. I miR-221 e miR-222 

sono emersi come indicatori predittivi di resistenza alle strategie di inibizione degli antiestrogeni nel cancro al 

seno. E’ stata infatti evidenziata una firma specifica di miR, con uno specifico pattern di espressione, in linee 

cellulari resistenti al tamoxifene (Zhang et al., 2014). In particolare, miR-221 e miR-222 sono tra i miRNA 

overespressi in cellule positive al recettore degli estrogeni (ER-a), rispetto alle cellule ER-a negative. La loro 

espressione ectopica nelle cellule responsive agli ormoni, ha indotto una downregolazione di ER-a e una 

resistenza al tamoxifene (Thang et al., 2015). Più recentemente, l'overespressione dei miR-221 e miR-222 è 

stata collegata alla resistenza delle linee cellulari di cancro al seno al fulvestrant, un altro antagonista di ER (De 

Robertis et al., 2018), sottolineando l'impatto di questi miRNA sulla sensibilità delle cellule al trattamento 

antiestrogenico. Il miR-221 gioca però un ruolo fondamentale anche nel cancro del colon-retto, dove è spesso 

espresso in modo non fisiologico e correlato ad una prognosi sfavorevole (Sun et al., 2011). Fra i suoi bersagli 
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Questo miR è però soprattutto un bersaglio a valle di p53, in grado di favorirne la trascrizione e, attraverso la 

formazione di un complesso con p68 e Drosha, di facilitare la trascrizione (Takaoka et al., 2012). Ciò consente 

di consolidare il ruolo che p53 e il miR-145 hanno sui bersagli comuni, infatti entrambi inducono una 

downregolazione della proteina c-Myc, che non sarà quindi in grado di esercitare la sua azione inibitoria sulla 

proteina p21, rafforzando così il ruolo proattivo di p53 su quest'ultimo (Mohit et al., 2009). Inoltre, svolge 

un'attività inibitoria su importanti geni a valle coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, come la ciclina D1, 

l'eIF4E e Cdk6 (Ho et al., 2005). Questa attività induce un arresto del ciclo in G0 / G1 e una riduzione della fase 

S. Infatti, l'attività biologica di miR-145 è legata ad un'inibizione della crescita e all'induzione di vie 

proapoptotiche (Mohit et al., 2010). 

Esperimenti di miR-145 KO in cellule in cui p53 è attivo, mostrano che si verificano solo interferenze con il 

suo ruolo legato all'arresto del ciclo cellulare, ma non vengono alterate altre funzioni p53-dipendenti. Inoltre, a 

conferma del discorso fatto poc’anzi, nei tumori p53-null si verifica sia una riduzione dell’espressione del miR-

145 che dell’efficienza dell'apparato proapototico ad esso correlato (Mohit et al., 2009). 

Come descritto in precedenza, è in grado di regolare l'attività della pathway PI3K/AKT/mTOR. Infatti, sempre 

a supporto della sua attività fisiologica antiproliferativa, è stato dimostrato che questo miR inibisce AKT, 

rendendo così la cellula più sensibile ai trattamenti chemioterapici. Contestualmente, è anche in grado di 

inibire l'attività di PI3K su MEK ed ERK (Sha et al., 2017). 

E’ anche vero che esiste una regolazione inversa, ovvero AKT, a sua volta, è in grado di regolare l’espressione 

del miR (Mohit et al., 2010). 

A conferma del suo ruolo fisiologico di oncosoppressore, in diversi tumori solidi, compreso quello prostatico, 

è frequente osservare un silenziamento epigenetico mediane metilazione delle CpG Island presenti nel suo 

promotore (Xia et al., 2015). E, sempre nei tumori solidi, meccanismi legati al recettore per ormoni spesso 

upregolati come ER-a, reprimono il miR-145 (Das et al., 2015). 

Uno studio recente ha dimostrato che il miR-145 svolge un ruolo fondamentale nell'inibire la migrazione, 

l'invasione, la staminalità e le proprietà EMT delle cellule tumorali della prostata attraverso la modulazione di 

diversi bersagli (Ren et al., 2014). Fra questi, uno dei bersagli diretti è la N-caderina, e la sua downregolazione 

promuove l'invasione e la conseguente metastatizzazione del tumore (Gao et al., 2013). Inoltre, la N-caderina 

promuove le caratteristiche di staminalità delle cellule tumorali della prostata e l'EMT, è stato perciò proposto 
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Figura 1.10: Il miR-145 e la complessità dell’ampio ventaglio dei meccanismi che lo coinvolgono nella regolazione della 

farmacoresistenza e dell’efflusso dei farmaci. Vedere il testo per i dettagli (Tang et al., 2020). 
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CAPITOLO 2: OBIETTIVI 

Il laboratorio presso cui ho svolto il progetto di ricerca descritto in questa tesi, si occupa da molti anni della via 

di segnale PI3K/AKT/mTOR come target terapeutico in diversi modelli di cancro, tra cui il carcinoma della 

prostata. Particolare interesse è stato concentrato sulla dissezione dei meccanismi di resistenza alla terapia 

mirata con inibitori di AKT, un’importante causa di fallimento della “kinase inhibitor therapy”. Infatti, negli 

ultimi due decenni questa via di segnale ha rappresentato uno dei bersagli terapeutici più caldi in questo 

campo, portando alla produzione e sperimentazione preclinica e clinica di un elevato numero di piccole 

molecole inibitrici di AKT e di altre proteine chiave della stessa via di segnale. Purtroppo, ben poche di queste 

sono entrate in uso clinico, a causa non solo della loro tossicità, ma soprattutto della plasticità cellulare che 

consente il veloce instaurarsi di fenomeni di adattamento e di ricablaggio delle vie di segnale che favoriscono la 

sopravvivenza. Tuttavia, la cascata PI3K/AKT-dipendente rimane un importante “druggable target”, ed è 

quindi fondamentale identificare i meccanismi che possono portare a resistenza adattativa. 

Da esperimenti preliminari eseguiti nel nostro laboratorio, è emerso che il silenziamento di AKT può 

provocare un aumento di espressione di specifici regolatori e/o effettori della stessa via di segnale, in cellule 

epiteliali di prostata. Questa osservazione fornisce il razionale per ipotizzare che anche l’inibizione di AKT 

possa interferire con il profilo trascrizionale dei componenti della stessa via, ed è ragionevole supporre che tale 

modulazione sia mediata dall’intervento di specifici miR. 

L’obiettivo generale di questo progetto è stato quindi investigare se il silenziamento di AKT sia in grado di 

modulare l’espressione di miR che hanno tra i loro target anche regolatori/effettori di AKT stesso, e se un 

meccanismo analogo possa essere scatenato anche dall’inattivazione farmacologica di AKT. Se confermata, 

infatti, questa ipotesi fornirebbe una spiegazione meccanicistica della riattivazione della segnalazione osservata 

in molteplici tipi di cancro, che guida la resistenza adattativa alla terapia con inibitori di AKT o, più in generale, 

di questa via di segnale. 

Gli obiettivi specifici che ci siamo proposti di perseguire sono finalizzati a rispondere alle seguenti domande: 

1) Possono il silenziamento o l’inibizione farmacologica di AKT modulare l’espressione dei miR intracellulari? 

In particolare, quali miR sono significativamente downregolati? 
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2) Esistono miR downmodulati nella cui costellazione sono presenti target regolatori di AKT o dei suoi 

effettori? 

3) Esiste a valle dell’inibizione cronica di AKT un circuito miR/gene target in grado di riattivare la segnalazione 

e in tal modo instaurare resistenza adattativa? 

Questi obiettivi sono stati perseguiti utilizzando molteplici approcci metodologici, dagli array di microRNA, a 

quelli di fosfoproteine, al silenziamento genico, che hanno portato ai risultati descritti nel capitolo 4. 
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CAPITOLO 3: MATERIALI E METODI 

3.1 Colture Cellulari 

 

I modelli cellulari utilizzati per questo lavoro di tesi sono le linee PC3 e HEK-293. 

Le cellule PC3 sono una linea di carcinoma prostatico umano, caratterizzate da un fenotipo androgeno-

indipendente e, oltre a questi ultimi, non sono responsive a glucocorticoidi e al fibroblast growth factor (FGF). 

La linea è stata stabilizzata nel 1979 da una metastasi ossea di un cancro prostatico di grado IV, in un maschio 

caucasico di 62 anni. Studi proteomici nelle PC3 hanno evidenziato che hanno tutte le caratteristiche tipiche 

delle “small cell neoendocrine carcinoma” e, la microscopia elettronica ha permesso di definirle come delle 

cellule scarsamente differenziate di adenocarcinoma, in possesso di tutte le caratteristiche delle cellule 

neoplastiche di origine epiteliale: microvilli numerosi, complessi giunzionali, nuclei e nucleoli anormali, 

mitocondri anomali, assenza di lamelle e lipoidal bodies. Non esprimono il PSA (Tai et al., 2011). La linea 

cellulare utilizzata per questo lavoro, è stata acquistata dalla American Tissue Culture Collection (ATCC). 

In particolare, per questo lavoro di tesi abbiamo utilizzato le PC3 sia come cellule wild type da impiegare nei 

modelli farmacologici, sia come modello di silenziamento isoforma specifico di AKT (mediato da short-

hairpin (ShRNA)), che di silenziamento del miR-145-5p inducibile con doxiciclina, quest’ultimo generato in 

collaborazione con il laboratorio della dr.ssa Alessandra Recchia, dell’Università di Modena, descritto nel 

prossimo paragrafo. 

Le cellule HEK-293 (Human embryonic kidney 293 cells), sono una linea cellulare immortalizzata derivata da 

cellule renali embrionali umane, cresciute in colture di tessuti prelevate da un feto femmina abortito nel 1973. 

Sono chiamate HEK poiché hanno avuto origine da colture di rene embrionale umano, mentre il numero 293 

deriva dall'abitudine del dr. Graham, il primo ad isolarle, di numerare i suoi esperimenti: il clone cellulare 

HEK-293 originale, proveniva dal suo 293esimo esperimento. Analisi eseguite nello stesso laboratorio, hanno 

mostrato che la trasformazione e conseguente immortalizzazione, è stata ottenuta inserendo circa 4.5 kilobasi 

del braccio sinistro del genoma virale di adenovirus 5 nel cromosoma umano 19 (Graham et al., 1997). 

Esperimenti successivi hanno permesso di determinare che queste cellule fossero in realtà precursori di 

ghiandole surrenali embrionali, un tessuto contiguo a quello renale, ma trasfettabile con maggior efficienza 

https://en.wikipedia.org/wiki/Small-cell_carcinoma
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Figura 3.1: Linee cellulari di carcinoma prostatico in coltura osservate al microscopio a contrasto di fase (Nikon Eclipse TE2000 

inverted microscope). In particolare, in figura sono riportate cellule PC3 wt ed in seguito alla loro trasduzione con il sistema di 

espressione inducibile (vedere il testo per i dettagli). Il riquadro rosso localizza la zona in cui è stato eseguito lo zoom al momento del 

cambio di obiettivo ad ingrandimento superiore. 

 

3.2 Produzione di Lentivirus “pLKO” in cellule HEK-293 e successiva infezione delle cellule target (Human) 

con il sistema di espressione inducibile TetOn3G 

 

Di seguito viene descritto il protocollo sperimentale per generare il costrutto virale (scramble  o ShRNA (Sh) vs 

miR145-5p) nelle cellule packaging HEK-293, successivamente utilizzato per infettare le cellule target PC3, 

così da poter ottenere un modello cellulare in cui è possibile ottenere un silenziamento transiente del miR-145-

5p (figura 3.2), mediante induzione dell’espressione con doxiciclina dello short-hairpin “miRZIP-145” (System 

Biosciences), descritto nel lavoro di  Londoño-Vallejo et al., 2020. 
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DAY 5 

Se le cellule controllo no-pLKO sono morte (ovvero se la mortalità è > 70-80 %), raccogliere le cellule +pLKO 

(se vitali > 50%). 

 

 

Figura 3.2: Illustrazione della struttura del costrutto esprimente lo short-haipin (RNA a forcina corta “miRZip”) e del meccanismo con 

cui quest’ultimo media il silenziamento del miR target. (Immagine adattata da “miRZip™ Lentivector-based Anti-MicroRNAs, User 

manual, System Biosciences). 

 

Il sistema di espressione inducibile da noi scelto è il Tet-on di terza generazione (TetOn3G), noto per essere 

più stabile nelle cellule eucariotiche grazie all'ottimizzazione dei codoni che sono stati “umanizzati”, e 

all'utilizzo di tre domini minimi di attivazione trascrizionale (Das et al., 2016). Non utilizza la tetracycline 

transactivator (tTA) protein o il tetracycline repressor (TetR) presenti nei classici modelli Tet-on o Tet-off, ma 

una più efficiente proteina transattivatrice della tetraciclina di terza generazione (Tet3G), come descritto in 

figura 3.3. E’ stato inserito nel costrutto mediante PCR cloning technology, ed utilizzato per overesprimere il 

miRZip scramble o Sh vs miR145, secondo le istruzioni dell’azienda produttrice (Clontech Laboratories, 

Takara Bio). Come descritto in precedenza, viene attivato dalla presenza di determinate concentrazioni di 

doxiciclina, un analogo più stabile della tetraciclina. Il dosaggio di antibiotico più adatto per l’induzione in 



https://www.ibric.org/biomarket/
https://www.ibric.org/about/greeting/
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plasmide, contenete però una versione wt di AKT (figura 3.4), oltre al controllo di questi due modelli di 

overespressione, ovvero le stesse cellule non trasfettate. L’inserto contenuto nei plasmidi utilizzati per 

l’overespressione, contiene oltre al gene codificante per la particolare forma di AKT, anche la sequenza 

codificante per la green fluorescent protein (GFP), necessaria come “tag” per la valutazione della percentuale 

delle cellule trasfettate sulla popolazione totale. I plasmidi utilizzati al fine di ottenere l’overespressione di AKT 

wt e della variante kinase dead AKT K179M nelle cellule HEK-293, sono pEGFP-AKT-HA (nel caso della 

forma wt), e pEGFP-AKT(K179M) (nel caso del mutante K179M) (Watton et al., 1999). 

In breve: è stata verificata l’integrità di entrambi i plasmidi mediante una elettroforesi di DNA a seguito 

dell’esecuzione del taglio con gli enzimi di restrizione EcoRI e BamHI (Fermentas®), rispetto al rispettivo 

plasmide non digerito. Il risultato, che ha confermato l’integrità strutturale dei plasmidi, è stato rivelato 

somministrando UV-viewer ai campioni prima della corsa elettroforetica e rivelando le bande sul gel mediante 

il transilluminatore. La concentrazione del DNA è stata determinata attraverso la misura dell’assorbanza a  

260 nm e 280 nm allo spettrofotometro NanoDrop® ND-1000, e la buona qualità del DNA plasmidico, in 

termini di valutazione di contaminazione con acidi nucleici o proteine (OD 260/280 e OD 260/230), è stata 

verificata con lo stesso strumento. 

La trasfezione è avvenuta mediante la preparazione di un medium composto da medium DMEM e da un 

rapporto polyethylenimine (PEI)/DNA plasmidico di 3:1 PEI (μg):total DNA (μg), il quale, a seguito di una 

veloce centrifugata a 1200 rpm per 10’’ e lasciato incubare per 15’ a temperatura ambiente, è stato 

somministrato alle cellule in coltura al 70% di confluenza. Il sistema è stato incubato a 37°C per 24 h. Le 

cellule usate come controllo sono state trasfettate con un empty vector. Dopo un’analisi delle cellule al 

microscopio invertito Nikon Eclipse TE2000, la detection delle cellule trasfettate positivamente, nonché read-

out della avvenuta trasfezione, è stata effettuata mediante il microscopio a fluorescenza Nikon DS-Fi2 e 

telecamera Nikon Digital Sight DS-U3, essendo entrambi i plasmidi marcati con il tag GFP.  
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Figura 3.4: Linee cellulari HEK-293 in coltura in seguito della trasfezione con i plasmidi esprimenti le forme di AKT wt e del mutante 

K179M, descritte nel paragrafo precedente. Le cellule sono state osservate al microscopio a contrasto di fase (Nikon Eclipse TE2000 

inverted microscope). 

 

 

3.3.2 Trasfezione cellule PC3 e silenziamento isoforma-specifico di AKT 

 

Il silenziamento isoforma-specifico di AKT nelle linee PC3 è stato è stato eseguito con ShRNA specifico 

(Santa Cruz), trasfettato per 72 h con ShRNA transfection reagent (Santa Cruz, CA), il tutto gentilmente fornito 

dal prof. Alex Toker (Beth Israel Deaconess Center, Boston, USA).  Il protocollo sperimentale è del tutto 

analogo a quello descritto nel paragrafo 3.3.1. Per il controllo negativo, le cellule sono state trasfettate con 

ShRNA-scramble alla concentrazione di 100 nM. I costrutti esprimenti ShAKT1 e ShAKT2, pronti per 

l’infezione delle cellule PC3, sono stati ottenuti dal supernatante lentivirale generato nelle cellule packaging 

HEK-293, come descritto nella sezione “Day 1” del paragrafo 3.2. 

AKT1 e AKT2 sono quindi stati silenziati con il set di ShRNA vs AKT1 o AKT2. Visto il gene di resistenza 

alla puromicina inserito nei costrutti, le cellule infettate sono state selezionate con 5 μg/ml del suddetto 

antibiotico. 

I tre campioni di PC3 (Ctrl, ShAKT1, ShAKT2), sono stati preparati ciascuno in quadruplicato. 
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3.4 Lisi cellulare, estrazione e quantificazione proteica 

 

Le cellule sono state raccolte e centrifugate a 1200 rpm per 5’. Il pellet così ottenuto è stato risospeso con 1 ml 

di PBS 1x e centrifugato nuovamente. Dopo aver rimosso il PBS usato per il lavaggio, è stato aggiunto AT 

buffer (20 mM Tris-Cl pH 7, 10% glicerolo, 1% NP-40, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM NaF, 5 mM 

sodio pirofosfato) con l’aggiunta di 1 mM sodio ortovanadato, 10 mM para-nitrofenilfosfato e 10 mM inibitori 

delle fosfatasi (PIC, Sigma-Aldrich) e il campione così ottenuto è stato vortexato per 10’’ e lasciato per 20’ in 

ghiaccio. A questo punto il lisato cellulare viene sonicato tre volte, ciascuna per 10’’, e centrifugato a 12000 

rpm per 15’ a 4°C. Il surnatante così ottenuto è stato quantificato mediante il metodo Bradford, ovvero 

diluendo 1 μl di quest’ultimo con 800 μl di acqua distillata e 200 μl di colorante Bradford (BioRad).  

Il valore della concentrazione proteica del lisato è stato ottenuto attraverso la lettura allo spettrofotometro 

(Genesys 10UV, Thermo Scientific) alla lunghezza d’onda di 595 nm, utilizzando una curva standard costruita 

utilizzando albumina di siero bovino (BSA, Sigma-Aldrich) con concentrazioni da 0.5 a 5 mg/ml. Tutti i 

campioni sono stati misurati in duplicato e la concentrazione finale è stata determinata calcolando la media dei 

due valori. L’estratto proteico è stato infine addizionato di una quantità di Sample buffer 6x (Tris-Cl 20 mM 

pH 7.8, SDS 2%, glicerolo 20%, DTT 0.6 M e blu di bromofenolo) pari ad 1/5 del suo volume ed è stato 

denaturato a 100°C per 5’.  
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3.5 SDS page e Western blotting 

 

La tecnica SDS-PAGE (SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) permette di separare campioni di 

denaturato proteico (generalemente costituiti da 50 μg prelevati dal lisato totale) caricati su gel di 

poliacrilammide di percentuale variabile (generalmente 7-8%), utilizzando come riferimento uno standard di 

peso molecolare (250÷15 kDa, BioRad).  

L’elettroforesi viene eseguita all’interno di una cella elettroforetica Mini-PROTEAN® (BioRad), utilizzando 

un Running buffer costituito da una soluzione di Tris/glicina/SDS (BioRad), inizialmente facendo correre i 

campioni caricati nel gel per 100 V a temperatura ambiente per 10’ e successivamente per 150 V a 4°C fino 

all’arrivo del fronte all’estremità opposta ai pozzetti.  

A questo punto le proteine vengono trasferite su una membrana di polivinildenfluoruro (PVDF) Immobilon-P 

(Millipore) mediante l’utilizzo di un campo elettrico di 90 mA per 1 ora e 45 minuti in condizione di semi-dry 

in Transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanolo). La membrana è stata poi incubata in 

agitazione con BSA 3% in tampone TBS/Tween20 (50 mM Tris-Cl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.1% Tween20) a 

temperatura ambiente per circa 30 minuti per saturarne i siti aspecifici prima dell’incubazione overnight a 4°C 

con l’anticorpo primario diretto verso le proteine di interesse (Tabella 3.2), opportunamente diluito. A questa 

seguono tre lavaggi con tampone TBS/Tween20 di 10’ ciascuno. Successivamente la membrana viene incubata 

per 45’ a temperatura ambiente con un anticorpo secondario coniugato con l’enzima perossidasi 

opportunamente diluito (Tabella 3.2). Terminato il tempo di incubazione, seguono altri tre lavaggi con 

tampone TBS/Tween20 di 10’ciascuno. 

Gli anticorpi sono stati rilevati mediante l’utilizzo di una soluzione di luminolo (5 ml composti da 0.8 ml di 

luminolo (2.5 mM luminolo, 4.3 mM 4-iodofenolo in Tris 0.1 M pH 9,35), 2.25 ml acqua, 0.25 ml di Tris 1 M 

pH 9.35, 40 μl BSA 30% e 1 μl H2O2). Il segnale luminoso è stato acquisito mediante lo strumento Kodak 

Image Station 440 CF. 
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3.6 Reverse-Phase Protein Arrays (RPPA) 

 

Le cellule da sottoporre all’analisi in RPPA sono state opportunamente trattate, centrifugate e conservate a -

80°C fino all’esecuzione della stessa. I pellet raccolti vengono lisati utilizzando un buffer di lisi TPER (Pierce) a 

cui è stato addizionato sodio ortovanadato 1 mM, NaCl 300 mM e PIC 10 mM.  

I campioni, il cui titolo di concentrazione proteica è stato determinato utilizzando il metodo Bradford citato 

nel paragrafo 3.4, vengono diluiti ad una concentrazione finale di 0.5 μg/μl.  

Ad ogni lisato proteico è stata poi aggiunta Tris-glicina SDS NOVAX Sample Buffer 2x (Invitrogen) 

addizionata col 5% di β-mercaptoetanolo e tutti i campioni sono stati denaturati a 100°C per 8’. A questo 

punto, i lisati vengono depositati sul supporto mediante lo strumento Arrayer Aushon 2470 (Biosystems, 

Affymetrix). Quest’ultimo possiede un pin in grado di trasferire una quantità di lisato nell’ordine del nanolitro 

su una matrice di nitrocellulosa montata su un vetrino (FAST slides, Schleicher & Schuell), il campione 

genererà perciò uno spot sulla slide dedicata. I lisati sono stati depositati secondo una curva di diluizione 

costituita da un campione non diluito e delle sue successive diluizioni 1:2, 1:4 e 1:8. L’array così ottenuto sarà 

trattato con I-block (Applied Biosystem) overnight e, successivamente, incubato con un determinato anticorpo 

primario (la cui diluizione oscilla dal 1:50 all’1:1000) per 30’. Nella procedura di immunostaining è stato 

utilizzato un pannello di anticorpi primari commerciali diretti verso specifiche proteine fosforilate o clivate 

(Tabella 3.2). Ciascuno di essi, prima dell’utilizzo, è stato validato mediante western blot per la sua specificità 

verso la proteina e il residuo fosforilato/clivato da lui bersagliato. Al fine della validazione, deve essere in grado 

di determinare la presenza della proteina verso cui è diretto facendo apparire un’unica banda sulla lastra 

impressionata dell’esatto peso molecolare verso cui è diretto.  

In seguito all’incubazione con il primario, segue quella con l’anticorpo secondario coniugato ad una 

perossidasi (concentrato 1:10 per l’anti-mouse e 1:5000 per l’anti-rabbit) per 30’. L’amplificazionedella 

reazione è stata perciò ottenuta mediante perossidazione del cromogeno diaminobenzidina (DAB) ad opera di 

una perossidasi biotinilata. Il reverse phase immunostaining è stato effettuato utilizzando uno stainer 

automatizzato (DAKO Autostainer Plus).  

Ad ogni set di array viene associato sia un controllo positivo che uno negativo. Il primo consiste in una serie di 

lisati cellulari, la cui espressione e grado di attivazione delle diverse proteine di interesse sono note. Il secondo, 
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in vetrini incubati con i soli anticorpi secondari utilizzati. La colorazione non specifica ottenuta, sarà sottratta 

all’array finale.  

La variabilità di concentrazione delle proteine totali dei vari campioni è stata eliminata utilizzando un 

protocollo di normalizzazione basato sulla colorazione Sypro Ruby (Molecular Probes), un colorante 

fluorescente in grado di colorare permanentemente le proteine, la cui sensibilità è compresa nell’intervallo 

0.25÷1.00 ng di proteine/mm
2

.  

I vetrini a questo punto subiscono 4 lavaggi con acqua bi-distillata ciascuno della durata di 1 minuto e, 

successivamente, vengono fatti asciugare 1 ora a temperatura ambiente prima di essere scansionati.  

Al termine della scansione, le slides vengono analizzate utilizzando un software prodotto dalla VigeneTech 

(MicroVigene™, versione 2.2) in grado di identificare singoli spot corrispondenti a singoli campioni, 

associando ad essi un valore corrispondente all’intensità dei pixel che li costituiscono. Al fine di rendere 

possibile la comparazione di differenti campioni, ogni valore così ottenuto viene normalizzato sulla 

concentrazione delle proteine totali.  

L’analisi statistica dei dati è stata effettuata utilizzando il pacchetto “multitest” contenuto nel software “RStudio” 

(RStudio Team (2019). RStudio: Integrated Development for R. RStudio, PBC, Boston, MA. 

http://www.rstudio.com/). Infine è stata generata una heatmap per rendere più semplice ed intuitivo il 

confronto fra i livelli di espressione delle proteine analizzate, ad esempio nel caso in cui derivino da cellule che 

hanno subito trattamenti diversi (Marmiroli et al., 2011). 

 

3.7 Ibridizzazione del RNA sul microarray Affymetrix e preparazione dei raw data 

 

Per l'analisi dell'espressione del miRNA, è stato utilizzato l'array Affymetrix “GeneChip miRNA 4.0” (figura 

3.5), seguendo le istruzioni del produttore. Per ogni campione, 1 μg di RNA (estratto come descritto nella 

sezione 3.11) è stato “etichettato” utilizzando il kit di marcatura dell'RNA con biotina, FlashTag™ 

(Genisphere, Hatfield, PA, USA). L'RNA marcato è stato quindi quantificato, frazionato e ibridato sul 

microarray seguendo i seguenti passaggi: i campioni di RNA biotinilati sono stati portati alla temperatura prima 

di 99 °C per 5’, in seguito a 45 °C per altri 5’. Successivamente, l'ibridazione è stata eseguita ad agitazione 

continua a 60 rpm per 16 h a 48 °C, su una Affymetrix® 450 Fluidics Station. I chip microarray-miR sono stati 

http://www.rstudio.com/
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quindi lavati e colorati utilizzando la Genechip Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). 

Infine, il chip è stato scansionato utilizzando uno scanner Affymetrix GCS 3.000 (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

USA), in grado, attraverso l’emissione di un raggio laser ad argon della lunghezza d’onda di 488 nm, di eccitare 

i fluorocromi dei complessi. Il fotomoltiplicatore dello scanner raccoglie e converte l'emissione fluorescente in 

un valore numerico tramite convertitore digitale. Questi valori di intensità sono registrati da aree discrete 

(pixel) della superficie dell'array e salvati come file immagine (.Dat). Quest’ultimo viene valutato utilizzando il 

software Affymetrix® GeneChip™ Command Console, che visualizza i dati relativi all'intensità della 

fluorescenza e determina le intensità relative a ciascuna cella della sonda nell'array, salvandole in un file .CEL. 

I dati grezzi sono quindi stati estratti automaticamente utilizzando il protocollo di estrazione Affymetrix, nel 

software Affymetrix GeneChip® Command Console® (AGCC). L'importazione di CEL 

file, l'analisi RMA+DABG-All a livello di miRNA e l'esportazione dei risultati sono stati 

tutti eseguiti utilizzando il software Affymetrix® Expression Console™.  

 

Figura 3.5: Microarray  

GeneChip miRNA 4.0.  

Affymetrix®. 

 

L’analisi statistica dell’espressione differenziale dei miR viene eseguita mediante i test statistici descritti nella 

sezione successiva. 

 

3.8 Analisi statistica dei dati 

 

3.8.1 Test t-Student 

 

L’analisi statistica dei dati di espressione genica è stata effettuata mediante test t-Student, ponendo p ≤ 0.05 il 

valore minimo di significatività attraverso il software Microsoft Office Excel, confrontando il valore medio del 

campione in esame, rispetto al suo rispettivo campione di controllo. I dettagli sono riportati nelle didascalie 

delle figure corrispondenti. In queste ultime e nei rispettivi grafici, sono presenti degli asterischi. Il loro 

numero è direttamente proporzionale alla significatività statistica del dato. Dove possibile, gli esperimenti sono 
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stati eseguiti in triplicato e il valore riportato in tabella o nella rappresentazione grafica, è il risultato della media 

eseguita sui valori dei replicati.  

 

3.8.2 Indice di correlazione di Pearson 

 

Per l’analisi statistica dell’esecuzione delle correlazioni dei risultati dell’esperimento di RPPA, è stato utilizzato 

il coefficiente di Pearson, ponendo come > 0.5 il valore che indica “high correlation”, 0.3 ÷ 0.5 “medium 

correlation” e 0.1 ÷ 0.3 “low correlation”. 

 

3.8.3 Wilcoxon t-test 

 

I dati ottenuti dall’analisi del profilo di espressione dei miR nei 3 campioni di PC3 tramite Microarray  

GeneChip miRNA 4.0, sono stati analizzati in silico, mediante test statistici a stingenza decrescente, in 

collaborazione con la prof.ssa Silvia Bresolin, dell’Università di Padova. La prima analisi è stata effettuata 

mediante il Wilcoxon t-test, un test non parametrico utilizzato quando oltre a voler considerare se ogni 

osservazione è maggiore o minore di un certo valore di interesse, si vuole tener conto anche dell’ampiezza 

delle osservazioni. Si procede innanzitutto con il calcolo della differenza tra ciascuna osservazione e il valore 

d’interesse. Si ordinano ignorando il segno e si assegna il “rango” a partire dal più piccolo (nel caso in cui due 

o più ranghi fossero uguali, viene scelto quello intermedio). Si calcola la somma dei ranghi delle osservazioni 

che sono negative rispetto al valore ipotetico quella delle osservazioni positive. Si confrontano i risultati così 

ottenuti con gli opportuni valori tabulati di Wilcoxon, nel caso in cui la numerosità del campione sia ≤ 25. In 

caso contrario, andranno confrontati con la normale Zα/2, assumendo µ=n*(n-1)/4 e σ= n*(n+1)*(2n+1)/24. Il 

suddetto test, è stato utilizzato per studiare la significatività statistica dei valori di espressione differenziale dei 

miR all’interno delle seguenti coppie di campioni: Ctrl vs ShAKT1 e il Ctrl vs ShAKT2. 

 

 

 

 



81 
 

3.8.4 Linear models for microarray data (LIMMA) 

 

In seguito, sui miR ottenuti dalle stesse coppie di campioni, è stato impiegato il “package” statistico “linear 

models for microarray data” (LIMMA), una tipologia di t-test utilizzato in particolare per l’analisi 

dell’espressione differenziale fra due campioni derivanti da esperimenti di microarrays, ma non solo: anche 

per dati derivanti da PCR, array di proteine e altre piattaforme (Ritchie et al., 2015). 

I valori p-value sono stati adeguati per test multipli utilizzando il metodo di Benjamini e Hochberg per limitare 

il rate di false discovery, e impostati perciò a valori < 0.05. Il cut-off del fold-change è stata impostata su gradi di 

libertà a stringenza variabile, così da ottenere un ventaglio di miR il cui livello di espressione differenziale fosse 

classificata sulla base di una significatività statistica crescente. 

 

3.8.5 Transcriptome Analysis Console (TAC) 

 

Infine, l’ultimo step della nostra analisi statistica dei risultati dell’esperimento di microarray, è stato l’utilizzo del 

software “Transcriptome Analysis Console (TAC)”, un tool in possesso di un ampio spettro di funzioni che 

seguono un esperimento con questi Chip, su tutte il controllo qualità, la normalizzazione dei dati e l’esecuzione 

di test statistici per studiare l’espressione differenziale, focalizzare lo studio solo certi particolari geni e iscriverli 

nelle pathway di nostro interesse, esplorare interazioni fra coding e non-coding RNA (TAC user manual, 

ThermoFisher). L’analisi è stata eseguita seguendo il manuale appena citato, impostando i seguenti gradi di 

libertà: 

i) p-value < 0.05; 

ii) linear FC > 2 and < -2. 

 

3.8.6 miRNet: miRNA-centric network visual analytics platform 

 

Utilizzando la piattaforma “miRNet”, un tool online che permette di identificare i network di interazione fra un 

particolare miR e i suoi target, abbiamo approfondito il loro ruolo funzionale, e le principali pathway con cui 

interagiscono. Il flusso di lavoro principale consta di tre passaggi principali: immissione dei dati, creazione della 
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rete e analisi visiva della rete. Inizialmente si sfrutta il modulo "miRNAs" consente agli utenti di connettere i 

miR insieme a geni target, TF, ncRNA ecc. di interesse; i moduli "Genes" e "TFs" collegano gli input 

corrispondenti ai loro partner, nel contesto di interazioni note. Il modulo "SNPs", infine, associa gli SNP agli 

stessi attori chiave appena citati. A questo punto si caricano perciò i dati, ovvero l’elenco di miR 

differenzialmente espressi ottenuti dall’esperimento. Verrà applicata una consolidata analisi dell'espressione 

differenziale per identificare miR o geni significativi, come nuove liste di input. Nella seconda fase, questi 

elenchi verranno mappati sulla base delle knowledge base sottostanti, così da creare tabelle e reti di 

interazione. Nella terza fase, i risultati saranno presentati come reti interattive per l'esplorazione visiva (Le 

Chang et al., 2020). 

Sulla base di questa analisi, abbiamo concentrato la nostra attenzione solo su quei miR la cui espressione era 

stata significativamente downregolata e i cui target diretti, secondo quanto riportato dalla letteratura o dai 

database pubblici, comprendono interattori della via di AKT. Il risultato è stato rappresentato con diagrammi 

dalle sembianze di costellazioni, con il miR in esame al centro e i suoi target in periferia. 

 

3.8.7 Rappresentazione grafica mediante heatmap e clusterizzazione dei campioni 

 

La rappresentazione grafica mediante heatmap dell’espressione genica differenziale e successiva 

clusterizzazione dei miR nei tre campioni studiati mediante microarray, è stata ottenuta attraverso il pacchetto 

“ggplot2”, utilizzando la piattaforma RStudio (RStudio Team (2019). RStudio: Integrated Development for R. 

RStudio, PBC, Boston, MA. http://www.rstudio.com/). Sono stati selezionati i parametri “complete linkage” e 

“euclidean distance” come metodi per la misura della similarità fra l’espressione dei miR nella fase di 

clusterizzazione dei campioni. 

 

3.8.8 Analisi della varianza (ANOVA) 

 

Per lo studio della valenza statistica di più set di dati di espressione genica in contemporanea, è stata usato 

usato il test noto come analisi della varianza (ANOVA). Quest’ultimo consiste in un insieme di tecniche facenti 

parte della statistica inferenziale che permettono di confrontare due o più gruppi di dati confrontando la 

http://www.rstudio.com/
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variabilità intra e inter gruppi. L'ipotesi nulla solitamente prevede che i dati di abbiano la stessa origine, ovvero 

la stessa distribuzione stocastica, e che le differenze osservate siano dovute solo al caso.  

 Il calcolo dell'ANOVA è stato eseguito mediante il con il software RStudio. Prima di procedere è necessario 

verificare i seguenti assunti:  

1. Indipendenza dei punteggi osservati; 

2. normalità della distribuzione, eseguito mediante il test Kolmogorov-Smirnov; 

3. omoschedasticità (o omogeneità delle varianze), calcolato mediante il test di Bartlett; 

l'output è un p-value che dovrà essere maggiore o uguale ad una soglia prefissato (di default, come nel nostro 

caso, è 0.05). Verificati gli assunti si può procedere con l'ANOVA vera e propria, utilizzando il seguente 

comando su RStudio: 

 >anova(lm(y~A)) 

la cui l'ipotesi alternativa che vogliamo sostenere è che almeno una delle medie è diversa dalle altre. Infine, 

risultato finale dell’analisi, espresso come p-value che, nel nostro caso, è stato posto a 0.5, si ottiene come 

output della funzione “summary” (RStudio Team (2019). RStudio: Integrated Development for R. RStudio, 

PBC, Boston, MA. http://www.rstudio.com/). 

 

3.9 Inibitori farmacologici delle protein-chinasi 

 

AKT inhibitor XII (AKTi XII) è un inibitore allosterico, permeabile alla membrana cellulare, non ATP-

competitive, in grado di indurre una variazione conformazionale del PH-domain di AKT, che se utilizzato in 

un certo range di concentrazione, risulta essere selettivo soprattutto per l’isoforma AKT2. Presenta infatti un 

IC50 = 805 nM per l’inibizione di quest’ultima, > 10 µM per AKT1/3, e > 50 µM per le chinasi PKA/PKC/SGK. 

Questo farmaco, se somministrato simultaneamente ad altri agenti chemioterapici come herceptin, 

camptotecina, doxorubicina, o il ligando TRAIL, induce un significativo aumento di espressione della caspasi-3 

(read-out dell’induzione dell’apoptosi), rispetto alla sola chemoterapia, in linee cellulari tumorali, in particolare 

nelle LNCaP, HT29, MCF7 e A2780 (Zhao et al., 2007). 

AKT inhibitor VIII (noto anche come AKTi 1/2) è un inibitore allosterico, permeabile alla membrana 

cellulare, non ATP-competitive, capace di forzare AKT a mantenere la conformazione inattiva “PH-in”. E’ in 

https://it.wikipedia.org/wiki/Ipotesi_nulla
https://it.wikipedia.org/wiki/Variabile_casuale
https://it.wikipedia.org/wiki/R_(software)
https://it.wikipedia.org/wiki/Valore_p
http://www.rstudio.com/
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grado di agire su tutte e tre le isoforme di AKT, AKT1, 2 e 3, con un IC50 di 58, 210, e 2200 nM, 

rispettivamente (Calleja et al., 2009). Mostra inoltre una buona selettività contro un pannello di altre 70 chinasi, 

mostrando un’attività farmacolgica nel range del micromolare. Alcune di queste sono le protein-chinasi 

calcio/calmodulina-dipendenti e la chinasi della catena leggera della miosina (Desai et al., 2011). Esperimenti 

condotti su modelli cellulari di cancro, in particolare in quello prostatico e della cervice uterina, mostrano 

come questo inibitore sia in grado di sensibilizzare le cellule a stimoli apoptotici (DeFeo-Jones et al., 2005). 

Nelle cellule HeLa, inoltre, induce un blocco mitotico e inibisce la migrazione cellulare (Jo et al., 2011). 

 

I due farmaci, AKTi XII (Merck) e AKTi 1/2 (Calbiochem®), sono stati utilizzati per il trattamento delle 

cellule alla concentrazione di 1 µM per le tempistiche indicate nei rispettivi esperimenti riportati nel capitolo 

risultati, prima della raccolta delle stesse. Il campione cellulare utilizzato come controllo, non viene trattato con 

il farmaco, ma addizionato con l’1% di DMSO per la stessa tempistica del trattamento, prima di essere 

anch’esso raccolto. 

 

3.10 Immunofluorescenza 

 

Prima di procedere con l’immunofluorescenza, le cellule sono state fissate con soluzione di paraformaldeide al 

4% in PBS 1X per 15’. Successivamente le membrane cellulari delle cellule PC3 wt o trasdotte con il costrutto 

scramble/Sh vs miR145-5p, sono state permeabilizzate utilizzando Triton X100 (0.1%) in PBS 1X per 5’ a 

temperatura ambiente. Sono seguiti 3 lavaggi in PBS 1X da 5’ ciascuno. 

Per saturare i siti di legame aspecifici è stata utilizzata una soluzione di PBS 1X contenente 3% BSA, per 30’ a 

temperatura ambiente. 

I vetrini sono quindi stati incubati overnight a 4°C con una soluzione di BSA 3% in PBS 1X in cui è stata 

diluita l’opportuna quantità di anticorpo primario, secondo la tabella 3.2. 

Dopo 3 lavaggi da 5’ in PBS 1X le cellule sono state incubate per 45’ a temperatura ambiente con una 

soluzione contenente l’anticorpo secondario Alexa Fluor FITC 488 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), 

diluito 1:200 in PBS 1X BSA 3%. 
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Il miR-145-5p è stato amplificato mediante il kit "Taqman gene expression” (Thermo Fisher), seguendo le 

istruzioni e utilizzando i reagenti della ditta fornitrice, il protocollo di amplificazione è però lo stesso appena 

citato e impiegato per gli altri geni. 

 

 

Tabella 3.1: Sequenze nucleotidiche dei primers utilizzati per l’amplificazione dei geni target mediante RT-qPCR. 

 

 

Tabella 3.2: Anticorpi primari e secondari utilizzati per Western blot, immunofluorescenza (IF), e RPPA. 
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CAPITOLO 4: RISULTATI 

 

4.1 Il silenziamento di AKT modula l’espressione della fosfatasi PHLPP1/2. 

 

Precedenti ricerche condotte nel nostro laboratorio hanno dimostrato che in linee epiteliali prostatiche normali 

(PNT1a) e cancerose (PC3) l’overespressione ectopica della glicoproteina chaperon clusterina è in grado di 

attivare la via di PI3K/AKT. È stato dimostrato che tale attivazione è regolata dalla modulazione 

dell’espressione del miR-190 e, a cascata, di uno dei suoi target, la fosfatasi PHLPP1 (Bertacchini et al, 2019). 

Essendo PHLPP1 la fosfatasi che termina il segnale AKT2-dipendente defosforilando la S474, la diminuita 

espressione di PHLPP1 si traduce in una iperfosforilazione di AKT2 S474 e quindi nell’attivazione costitutiva 

della via di segnale a valle di AKT2. Oltre ad offrire una spiegazione meccanicistica dell’attivazione dell’asse 

PI3K/AKT da parte di clusterina in queste cellule, i risultati descritti nella pubblicazione ci hanno indotto a 

studiare più a fondo i rapporti reciproci tra AKT e i miR in questo modello sperimentale. 

Il primo obiettivo del mio progetto di dottorato è stato quindi analizzare quale effetto abbia il silenziamento di 

AKT2 sull’espressione di PHLPP1 in un modello di carcinoma prostatico in vitro. 

Cellule PC3 sono state quindi trasdotte con il vettore lentivirale pLKO esprimente ShRNA specifici per AKT1 

o AKT2, o il vettore pLKO privo di inserto, e dopo 24 h sono state selezionate con puromicina per le seguenti 

72 h. Successivamente sono state sottoposte a estrazione di RNA seguita da RT-qPCR per la valutazione 

quantitativa di PHLPP1. 

In risposta al silenziamento di AKT2, abbiamo potuto osservare un significativo aumento dell’espressione di 

PHLPP1 (figura 4.1). 
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Figura 4.1 Il silenziamento di AKT2 aumenta l’espressione di PHLPP1. Cellule PC3 sono state trasdotte con pLKO-ShAKT1, pLKO-

ShAKT2 o pLKO vuoto (pLKO Ø), in quadruplicato. La valenza statistica della riduzione dell’espressione del dato è stata studiata 

mediante test t-student, paragonando la media dell’espressione genica di un determinato set di replicati silenziati, rispetto alla media dei 

replicati del controllo.  

a) Dopo estrazione di RNA, l’espressione di PHLPP1 è stata quantificata tramite RT-qPCR. PHLPP1, ShAKT1 vs pLKO Ø: p > 0.05; 

PHLPP1, ShAKT2 vs pLKO Ø: p < 0.01**. 

b) Il silenziamento di AKT nei quadruplicati è stato controllato tramite RT-qPCR e i valori ottenuti sono riportati nella tabella 4.1 

AKT1 ShAKT1 vs Ctrl: p-value = 0.002 ***; AKT1 ShAKT2 vs Ctrl: p-value > 0.05. 

AKT2 ShAKT1 vs Ctrl: p-value > 0.05; AKT2 ShAKT2 vs Ctrl: p-value = 0.004 ***. 

 

Questi risultati non sono solo una conferma di quelli precedentemente pubblicati. Infatti, per la prima volta 

aprono una finestra sulla possibilità che AKT, guidando il profilo d’espressione dei miR intracellulari, sia in 

grado di modulare la propria attività, e di conseguenza tutta la cascata di segnale. Questa osservazione appare 

particolarmente suggestiva se si considera che finora la terapia mirata del cancro basata sull’utilizzo di farmaci 

inibitori di AKT è stata frustrata principalmente dalla rapida insorgenza di resistenza, mediata dai veloci e 

dinamici meccanismi di rewiring delle vie di segnalazione intracellulare. 

Ci siamo pertanto chiesti se i dati descritti sopra possano costituire la base di un meccanismo molecolare, non 

ancora noto, che guida l’instaurarsi di resistenza adattativa alla terapia con inibitori di AKT mediante 

riattivazione della cascata di segnale. 
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4.2 Il silenziamento di AKT1 e di AKT2 modula l’espressione dei miR in modo differenziale. 

 

Le osservazioni riportate nel paragrafo precedente ci hanno portato a chiederci quanti e quali miR siano 

modulati da AKT in questo modello sperimentale di carcinoma prostatico, e quali di questi siano modulati 

differenzialmente dal silenziamento di AKT1 e di AKT2. 

A questo scopo, in collaborazione con la dr.ssa Bresolin dell’Università di Padova, il trascrittoma dei 

quadruplicati descritti nel paragrafo precedente (figura 4.2 a), ottenuti dal silenziamento delle singole isoforme, 

è stato analizzato mediante la tecnologia GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix®). In particolare, questo array ci 

ha permesso di studiare il livello di espressione di 6369 miR. 

 

 

Figura 4.2 a) Legenda dei quadruplicati sperimentali. b) Heatmap rappresentativa dell’espressione genica differenziale e isoforma 

specifica dei tre gruppi di campioni. 

 

È importante notare che i quadruplicati clusterizzano fra loro, a conferma della buona qualità dei campioni 

sperimentali (figura 4.2 b). Come ci si aspettava, il silenziamento di AKT produce un profilo di espressione di 

miR molto diverso rispetto al controllo trasdotto con vettore vuoto. Un risultato ancora più stimolante è che il 

profilo è significativamente diverso anche se si confrontano i silenziati di AKT1 con i silenziati di AKT2. 
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Tramite la successiva analisi in silico, mediante il Wilcoxon t-test, LIMMA, e TAC, è stato possibile stabilire 

che dal confronto ctrl vs ShAKT1 risultano differenzialmente espressi 67 miR, mentre dal confronto ctrl vs 

ShAKT2 risultano differenzialmente espressi 27 miR. 

È inoltre importante sottolineare che un sottogruppo di miR è modulato in entrambi i campioni (figura 4.3 a, 

b). 

In base a questi risultati possiamo concludere che AKT è in grado di modulare pesantemente il profilo di 

espressione intracellulare dei miR in questo particolare modello sperimentale. Inoltre, l’osservazione che 

alcuni miR sono differenzialmente regolati da AKT1 e da AKT2 potrebbe essere estremamente utile per 

identificare funzioni non sovrapponibili delle due isoforme. 

 

 

Figura 4.3: a) Rappresentazione mediante diagramma di Eulero Venn del risultato dell’analisi in silico dei miR differenzialmente 

espressi a seguito del silenziamento isoforma-specifico di AKT. b) Tabella riportante gli 8 miR differenzialmente espressi comuni ai 

due campioni, ovvero emersi da entrambi i confronti ctrl vs ShAKT1 e ctrl vs ShAKT2 a seguito dell’analisi in silico. 
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4.3 Numerosi geni correlati alla via di segnale PI3K/AKT entrano nella costellazione del miR-145-5p. 

 

La piattaforma “miRNet” permette di raggruppare i target noti di ogni miR, e quindi di costruire network di 

interazione fra un particolare miR e una specifica via di segnale. Particolarmente interessanti sono apparsi 

alcuni miR coinvolti nella regolazione di meccanismi proinfiammatori e/o patologie neoplastiche, quali il miR-

329-3p, il cui bersaglio è il fattore di trascrizione legato alla regolazione del ciclo cellulare E2F, il miR-543, il 

cui bersaglio Twist è coinvolto nell’EMT, o ancora il miR-149-5p, che inibisce l’espressione di IL6. 

Tuttavia, la nostra attenzione si è concentrata soprattutto sui miR, modulati dal silenziamento di AKT, che 

possiedono tra i loro target interattori della via di PI3K/AKT, secondo quanto riportato dalla letteratura o dai 

database. 

Il miR-145-5p figura tra i miR maggiormente downregolati, anche nelle analisi a più alta stringenza, sia da 

AKT1 che da AKT2. L’esecuzione del test statistico ANOVA, ci ha permesso di verificare la valenza statistica 

del risultato riportato di seguito: 

- ShAKT1: riduzione dell’espressione del miR-145-5p con un fold change di 2.07, rispetto al Ctrl. 

ANOVA p-value = 0.0004*** 

- ShAKT2: riduzione dell’espressione del miR-145-5p con un fold change di 2.32, rispetto al Ctrl. 

ANOVA p-value = 0.001*** 

Questo miR, che localizza nella regione cromosomica 5p32, è noto per il suo ruolo di tumor-suppressor, e la 

diminuzione della sua espressione è stata descritta in tumori sia solidi (in particolare polmone, intestino e 

prostata) sia ematologici (Das et al., 2015; Ozen et al., 2008; Mohit et al., 2010). La sua azione si basa 

sull’inibizione di geni che favoriscono la progressione tumorale, molti dei quali presenti nella costellazione 

ottenuta dal nostro studio (figura 4.4). Ha attratto la nostra attenzione poiché nella sua costellazione si trovano 

numerosi geni legati alla via di segnale di PI3K, come c-Myc, MDM2, IRS1, IGF-1R, N/K-Ras, CDK4 (figura 

4.4 a). 
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Figura 4.4: Costellazioni ottenute tramite miRNet, che illustrano l’interazione tra il miR-145-5p e i suoi target fisiologici. Nel pannello 

(a) è possibile apprezzare due esempi della complessità dei network di interazione. Nel pannello (b) sono rappresentati i principali 

target del miR-145-5p legati alla pathway di PI3K/AKT/mTOR. 
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4.4 L’espressione del proto-oncogene N/K-Ras è drammaticamente upregolata dalla riduzione di miR-145-5p. 

 

Abbiamo quindi deciso di verificare se l’espressione dei target più significativi nell’ambito di questa 

costellazione sia modificata dalla riduzione del miR-145-5p dopo silenziamento di AKT. 

I livelli di mRNA di IRS-1, MDM2, c-Myc e CDK4 non hanno mostrato variazioni significative nei campioni 

silenziati per AKT2; il silenziamento di AKT1 sembra provocare una piccola, ancorché significativa, riduzione 

dell’espressione di questi geni (i p-values sono riportati nella didascalia della figura 4.5). Tuttavia, partendo 

dall’osservazione che il miR-145-5p è drammaticamente abbassato dal silenziamento di AKT, questo risultato 

non è stato oggetto di ulteriori investigazioni. Ci siamo invece concentrati sui geni upregolati dalla diminuzione 

di miR-145-5p. 

 

 

Figura 4.5: Espressione dei geni target del miR-145-5p mediante RT-qPCR. I valori dei replicati sono normalizzati sul rispettivo 

controllo pLKO vuoto. La valenza statistica della riduzione dell’espressione del dato è stata studiata mediante test t-student, 

paragonando la media dell’espressione genica di un determinato set di quadruplicati silenziati, rispetto alla media dei replicati del 

controllo. Irs-1 ShAKT1 vs Ctrl: p-value = 0.04 *; Irs-1 ShAKT2 vs Ctrl: p-value > 0.05 

MDM2 ShAKT1 vs Ctrl: p-value = 0.004 ***; MDM2 ShAKT2 vs Ctrl: p-value > 0.05. 

c-Myc ShAKT1 vs Ctrl: p-value = 0.04 *; c-Myc ShAKT2 vs Ctrl: p-value > 0.05. 

CDK4 ShAKT1 vs Ctrl: p-value = 0.005 ***; CDK4 ShAKT2 vs Ctrl: p-value > 0.05. 

 

Estremamente interessante è il drammatico aumento di espressione di N/K-Ras, in particolare dopo 

silenziamento di AKT2 (figura 4.6). Infatti, il silenziamento di AKT1 non sembra invece influenzare 

l’espressione di questa proteina. Essendo Ras un importante regolatore a monte di PI3K (Manning & Toker 

2017, Wang et al., 2020), questo risultato potrebbe essere di fondamentale supporto alla nostra ipotesi. 

Abbiamo infatti ragionato che se non solo il silenziamento, ma anche l’inibizione farmacologica di AKT 

provoca una upregolazione di Ras, l’effetto finale su PI3K potrebbe riattivare la cascata di segnale (Wang et al., 

2020). 

I risultati presentati finora stabiliscono pertanto che AKT è in grado di modulare uno spettro di miR i cui geni 

target possono, a loro volta, regolare la cascata di segnalazione intracellulare PI3K/AKT, ed in particolare 

indicano che ad una significativa diminuzione del livello di espressione di AKT può corrispondere un 

drammatico aumento di N/K-Ras, possibilmente mediato dal miR-145-5p. 
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Figura 4.6: Il silenziamento di AKT2 aumenta l’espressione di Ras. I replicati sono normalizzati sul rispettivo controllo. La valenza 

statistica della riduzione dell’espressione è stata confermata mediante test t-Student, paragonando la media dell’espressione genica di un 

determinato set di replicati silenziati, rispetto alla media dei replicati del controllo (pLKO Ø). Il grafico (b) riporta la media 

dell’incremento del valore di espressione genica (a) dei replicati che compongono i due campioni silenziati, rispetto al controllo, che è 

stato posto = 1. Ras, ShAKT1 vs Ctrl: p-value > 0.05, non statisticamente significativo; Ras, ShAKT2 vs Ctrl: p-value = 0.001 ***  

 

Una prima conferma di questa ipotesi è stata ottenuta con un approccio sperimentale semplificato, 

rappresentato da cellule HEK-293 trasfettate con AKT wt o con la forma kinase dead K179M, espressi come 

proteina di fusione con la green fluorescent protein (GFP). Una serie di vetrini seminati nella stessa piastra 

Petri sono stati fissati e utilizzati per valutare la percentuale di cellule trasfettate sulla popolazione totale tramite 

microscopia a fluorescenza. Il pellet ottenuto dalle restanti cellule è stato diviso in due. Una parte è stata 

utilizzata per monitorare l’espressione della proteina ectopica in Western blotting con un anticorpo anti-GFP 

tag, mentre l’altra parte è stata sottoposta ad estrazione di RNA e RT-qPCR per quantificare l’espressione di 

N/K-Ras. Come è possibile apprezzare dalla figura 4.7, le bande corrispondenti a GFP-AKT wt e K179M sono 

rivelate da anti-GFP (pannello “a”) al peso atteso di circa 80 kDa solo nelle cellule trasfettate con il plasmide 

esprimente GFP-AKT, ma non in quelle trasfettate con vettore vuoto. L’incubazione con anti-AKT S473 rivela 

invece sia la proteina ectopica di 80 kDa che quella endogena di 60-62 kDa in tutti i campioni. Il pannello “b” 

mostra l’intensità della GFP nei diversi campioni, ottenuta al microscopio a fluorescenza, che conferma 

l’efficienza di trasfezione. 

Il risultato della RT-qPCR mostra un aumento di circa 6 volte di Ras, rispetto al controllo non trasfettato, nelle 

cellule che esprimono la forma dominante negativa priva di attività chinasica di AKT. Al contrario, non si 

rilevano fluttuazioni nell’espressione del target nelle cellule esprimenti AKT wt (figura 4.7c). Il risultato 
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suggerisce quindi che anche l’inattivazione di AKT, e non solo il silenziamento, sia in grado di modulare 

l’espressione di Ras, rafforzando la nostra ipotesi. 

Inoltre, suggerisce che la perturbazione dell’attività di AKT possa ripercuotersi sul livello intracellulare di Ras 

anche in contesti cellulari differenti dal modello epiteliale prostatico. 

 

Figura 4.7: L’espressione di un dominante negativo di AKT provoca un aumento dell’espressione di Ras. Cellule HEK-293 esprimenti 

GFP-AKT wt o K179M, sono state analizzate mediante Western-blotting (a) con anti p-AKT S473 e anti-GFP. (b) la fluorescenza del 

tag GFP conferma la trasfezione con efficienza simile nei due campioni, come osservato anche in Western blotting con anti-GFP. (c) 

espressione di Ras quantificata mediante RT-qPCR. Valori normalizzati sul controllo non trasfettato. 

 

Nella fase successiva, la mia attenzione si è quindi concentrata sullo studio dell’effetto dell’inibizione 

farmacologica di AKT su Ras, e sul ruolo del miR-145-5p in questo meccanismo. 

Dato che l’effetto sull’espressione di Ras sembra scatenato solo dal silenziamento di AKT2, abbiamo tentato di 

confermare o meno questa importante differenza tra le due isoforme con inibitori isoforma-specifici. 

Per questo scopo, sono stati utilizzati l’AKT inhibitor VIII (da qui in poi denominato per brevità AKTi 1/2) e 

l’AKT inhibitor XII (da qui in poi AKTi XII), due diversi inibitori allosterici che inducono una modificazione 

della conformazione del PH domain bloccandolo nello stato inattivo “PH-in”, che dovrebbero mostrare un 

certo grado di preferenza rispettivamente nei confronti di AKT1 e di AKT2 (Calleja et al., 2009; Zhao et al., 

2007). Si tratta di molecole cell-permeant che esercitano un effetto sostanzialmente citostatico anche a tempi 
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lunghi di trattamento. Essendo inibitori allosterici, la fosforilazione degli epitopi S473 e T308 di AKT può 

essere utilizzata per monitorare l’effetto del trattamento. Tuttavia, come mostrato dal Western blot con anti-

pS473 (Figura 4.8 b), alla concentrazione di 1µM per 1h di trattamento, necessaria per ottenere un calo di 

fosforilazione e quindi di attività di AKT nel nostro modello cellulare, sia AKTi 1/2 che AKTi XII sembrano 

bloccare entrambe le isoforme. Nonostante questo, l’analisi tramite RT-qPCR dei replicati degli stessi 

campioni mostra che l’aggiunta al medium di coltura di AKTi XII per 16h induce un aumento dell’espressione 

di Ras di circa 17 volte, mentre l’aggiunta di AKTi 1/2 provoca un aumento di solo 1.5 volte (tabella 4.8 a). Il 

risultato è estremamente incoraggiante perché indica che l’inibizione di AKT in cellule 293 è in grado di 

indurre l’espressione di Ras, anche se apparentemente in disaccordo con l’effetto dei due inibitori sulla 

fosforilazione di AKT a 1 h di trattamento. Questa discrepanza può essere dovuta all’aspecificità del 

riconoscimento anticorpale, ovvero alla capacità dell’anticorpo primario di legare entrambe le isoforme 

fosforilate di AKT: p-AKT1 S473 e p-AKT2 S474.  

 

 

Figura 4.8: Effetto di AKTi XII e AKTi 1/2 sull’espressione di Ras in cellule HEK-293. Cellule HEK-293 sono state trattate con gli 

inibitori indicati alla concentrazione 1 µM, per 16 h o 1h rispettivamente per l’analisi dell’espressione di Ras mediante RT-qPCR, 

espressa come fold change rispetto al controllo non trattato (a), o della fosforilazione mediante Western-blotting dei corrispondenti 

lisati (b). Si osserva un leggero incremento di espressione di Ras in Western blotting già dopo 1 h di trattamento. AKT totale è stato 

rivelato con il rispettivo anticorpo per il controllo della carica proteica.  
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4.5 L’inibizione farmacologica di AKT induce un aumento dell’espressione di Ras nel modello di carcinoma 

prostatico PC3. 

 

Per valutare se l’espressione di Ras viene modificata da inibizione farmacologica di AKT anche in cellule di 

adenocarcinoma prostatico, abbiamo utilizzato la linea PC3 per generare i seguenti campioni: 

- PC3 trattate con DMSO vehicle; 

- PC3 trattate con AKTi XII 1µM per 24 h; 

- PC3 trattate con AKTi 1/2 1µM per 24 h. 

Entrambi gli inibitori, a questa concentrazione, causano una forte inattivazione di AKT, rilevabile come calo 

della fosforilazione dell’epitopo S473 dopo 1 h di trattamento (figura 4.9 b). In accordo con i risultati descritti 

in precedenza, in cellule PC3 dopo 24 h di incubazione con il farmaco è osservabile un aumento di 

espressione di Ras quasi 20 volte superiore al controllo nel caso di AKTi XII, oltre ad un aumento di quasi 15 

volte nel caso di AKTi 1/2 (figura 4.9 a), del tutto inaspettato e in disaccordo con il precedente esperiente dove 

AKTi 1/2 non aveva provocato la stessa risposta di AKTi XII. Va tuttavia osservato che non solo la linea 

cellulare, benché sempre epiteliale, è diversa, ma soprattutto in questo caso il trattamento è stato portato avanti 

non per 16 ma per 24 h. E’ quindi possibile che anche l’AKTi 1/2 eserciti un’azione sul circuito miR-145-

5p/Ras, ma che necessiti di un tempo più lungo. 

 

 

Figura 4.9: Effetto di AKTi XII e AKTi 1/2 sull’espressione di Ras in cellule PC3. Cellule PC3 sono state trattate con gli inibitori 

indicati per 24 h alla concentrazione 1µM. a) Analisi dell’espressione di Ras mediante RT-qPCR, espressa come fold change rispetto al 

controllo non trattato. b) Western-blotting dei lisati corrispondenti ai campioni in (a). La tubulina è stata rivelata con il rispettivo 

anticorpo per il controllo della carica proteica. 
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4.6 Analogamente all’inibizione e al silenziamento di AKT, anche il silenziamento transiente del miR-145-5p 

induce un aumento di espressione di Ras 

 

Avendo stabilito con approcci differenti (silenziamento, espressione di un dominante negativo privo di attività 

chinasica e inattivazione farmacologica) e in diversi modelli cellulari l’esistenza di una correlazione tra l’attività 

di AKT e l’espressione di N/K-Ras, abbiamo voluto chiarire quale sia il ruolo del miR-145-5p in questo 

meccanismo. In collaborazione con la dr.ssa Alessandra Recchia, del Centro di Medicina Rigenerativa 

dell’Ateno di Modena e Reggio Emilia, è stato possibile ottenere un modello di cellule PC3 in cui l’espressione 

del miR-145-5p è silenziabile in modo transiente grazie alla presenza di un promotore inducibile. Abbiamo 

considerato il modello inducibile preferibile rispetto ad uno stabile per evitare l’instaurarsi di meccanismi 

cellulari di compensazione. Utilizzando il “TetOn3G expression system” (Brattsand et al., 2020), un inserto 

corrispondente alla sequenza short hairpin del miR-145-5p (PC3-ShmiR145) o ad una sequenza scramble 

(PC3-Sc) è stato subclonato nel vettore lentivirale pLKO sotto la regolazione di un promotore inducibile con 

doxiciclina. 

Le cellule trasdotte e selezionate con dosi decrescenti di puromicina, come descritto nella sezione “Materiali e 

Metodi”, denominate PC3-Sc e PC3-ShmiR145, sono quindi state trattate con doxiciclina 100 ng/ml o 1 μg/ml 

per 24 o 48 h per attivare il promotore (Brattsand et al., 2020). Il silenziamento del miR-145-5p con la dose di 

1 μg/ml è completo già dopo 24 h e persiste anche a 48 h seppure con una leggera variazione, mentre al 

dosaggio più basso di 100 ng/ml il silenziamento completo è raggiunto solo dopo 48 h (figura 4.10). Abbiamo 

quindi optato per le 24 h di induzione con doxiciclina 1 μg/ml. 
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Figura 4.10: Induzione del silenziamento del miR-145-5p in PC3 tradotte con il sistema TetOn3G. Per trovare le condizioni ottimali di 

silenziamento, sono state utilizzate due concentrazioni di doxiciclina, 100 ng/ml o 1 μg/ml, per 24 o 48h. PC3- ShiR145 trattato solo 

con DMSO vehicle è posto per convenzione pari a 1. 

 

Abbiamo poi verificato se in queste condizioni la downregolazione diretta del miR-145-5p sia sufficiente a 

modulare l’espressione di Ras in cellule PC3-Sc e PC3-ShmiR145 trattate con DMSO vehicle o con doxiciclina 

per 24 e 48 h. Alcune cellule sono state seminate su vetrino all’interno delle capsule Petri, per permettere di 

osservare le variazioni di Ras in immunfluorescenza, oltre che in Western blotting. 

Come possibile osservare dalle immagini ottenute al microscopio a fluorescenza, la doxiciclina non provoca 

perturbazioni dell’espressione di Ras rispetto al controllo nelle cellule PC3-Sc (figura 4.11 a). Al contrario, il 

silenziamento del miR-145-5p favorisce un netto aumento di Ras rispetto al controllo (figura 4.11 b). Questo 

risultato rappresenta una prima conferma del meccanismo che pone il miR-145-5p a monte, con il ruolo di 

regolatore, e l’oncogene Ras a valle. 
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Figura 4.11 Espressione della proteina Ras nel modello cellulare PC3 trasdotto con il sistema TetOn3G. a) Cellule trasdotte con il 

vettore PLKO scramble + DMSO (sinistra) o + doxiciclina 1 μg/ml per 24 h (destra). Come è possibile notare, non si verificano 

differenze significative nell’espressione di Ras prima e dopo l’induzione. b) PC3 trasdotte con il vettore PLKO shmiR145 + DMSO 

(sinistra) o + doxiciclina 1 μg/ml per 24 h (destra). In questo caso, il silenziamento del miR-145-5p, a seguito dell’induzione dello short-

hairpin, provoca un importante aumento dell’espressione di Ras. Le immagini sono state ottenute a due diversi ingrandimenti, come 

riportato sulla sinistra dei pannelli. In verde (FITC) anti-Ras, in blu (DAPI) sono evidenziati i nuclei. 
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I lisati provenienti dallo stesso esperimento, in duplicato, sono stati rivelati con anti-Ras e anti-actina mediante 

Western blotting, e l’intensità delle bande è stata normalizzata sulla proteina housekeeping. A conferma del 

risultato precedente, non si è osservata una significativa variazione di Ras a seguito dell’induzione nelle cellule 

trasdotte con la sequenza scramble. Come ci aspettavamo, invece, è stato possibile apprezzare un chiaro 

aumento nei campioni PC3-ShmiR145 sia a 24 che 48 h di induzione (figura 4.12 a). In particolare, a 24 h si 

osserva un incremento di circa 1.7 volte rispetto al controllo (figura 4.12 b). Da notare che la diminuzione del 

contenuto di Ras a 48 h correla con il minore silenziamento osservato in figura 4.10. Possiamo concludere che 

il miR si colloca a monte di Ras in un possibile meccanismo di riattivazione di AKT attraverso il crosstalk fra 

queste due vie di sopravvivenza cellulare. 

 

 

Figura 4.12: Espressione di Ras in PC3-Scramble e -ShmiR145 in seguito all’induzione con doxiciclina. a) I lisati sono stati rivelati con 

anti-Ras (MW = 21 kDa) e successivamente con anti-actina (MW = 42 kDa) per il controllo della carica proteica. b) Analisi 

densitometrica dell’intensità della banda di Ras nei e campioni ShmiR145 indotti e non con doxiciclina, corrispondenti al riquadro 

rosso in (a), normalizzata sulla rispettiva actina. L’induzione dello short-hairpin dopo 24 o 48 h di doxicliclina induce un significativo 

aumento dell’espressione di Ras. 

P-value PC3-ShmiR145 DMSO vs doxi 24 h < 0.0001; 

P-value PC3-ShmiR145 DMSO vs doxi 48 h = 0.0001). 
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4.7 L’incremento di Ras causato da inibizione cronica di AKT riattiva la segnalazione AKT-dipendente 

 

Infine, per valutare lo stato di attivazione del meccanismo di segnalazione, a definitiva conferma dell’effetto 

rebound che l’inibizione di AKT può provocare attraverso il circuito miR-145-5p/Ras, abbiamo monitorato 

l’andamento della fosforilazione di AKT e del suo substrato diretto GSK3, sia a tempi sia brevi che lunghi di 

trattamento, tramite sia Western blotting (figura 4.13 a) e sia un array di fosfoproteine. Infatti, come già 

accennato in precedenza, essendo sia AKTi XII che AKTi 1/2 inibitori allosterici, questo è un buon parametro 

di valutazione indiretta dell’attività della chinasi. In buon accordo con quanto esposto nei paragrafi precedenti, 

il risultato mostra che un’ora di trattamento con AKTi 1/2 è sufficiente ad abbassare fortemente il livello di 

fosforilazione dell’epitopo S473 di AKT (figura 4.13, grafico RPPA). Tuttavia, l’attività/fosforilazione inizia a 

recuperare già dopo 4 h, per tornare ai livelli basali a 24 h, e perdura fino a 48 h (figura 4.13, grafico RPPA). 

Va infine notato che pur mantenendo fino a 48 h le cellule nello stesso medium di coltura in cui è stato 

aggiunto il farmaco, non si nota aumento di apoptosi, monitorata con anti-PARP. Questo risultato è 

compatibile con l’effetto citostatico, più che citotossico, di questi farmaci, in particolare alla concentrazione 

utilizzata (figura 4.13, grafico RPPA). 
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Figura 4.13. Il trattamento con AKTi XII è in grado di ridurre la fosforilazione di AKT solo in modo transiente. a) I lisati di cellule 

PC3 trattate con AKTi XII 1 μM per i tempi indicati sono stati analizzati tramite Western blotting e rivelati con anti-AKT pS473 e 

successivamente con anti-tubulina per il controllo della carica proteica. b) I lisati sono stati analizzati anche tramite RPPA con gli stessi 

anticorpi e con anti-GSK3 pS21/9 e anti-PARP. Quest’ultimo con lo scopo di verificare lo stato di salute delle cellule dopo 24 h di 

trattamento. 
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CAPITOLO 5: DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

La resistenza alla terapia mirata del cancro è un fenomeno complesso e una sfida importante nel trattamento 

delle neoplasie. In molti tumori, sta diventando via via più evidente che una frequente causa di fallimento del 

trattamento e/o di recidiva del paziente è causata da una particolare forma di farmacoresistenza acquisita, nota 

come "resistenza adattativa" (Cremers et al., 2019). L’insorgenza di resistenza può dipendere dalla comparsa di 

mutazioni inducenti un guadagno di funzione del gene della proteina bersaglio, da meccanismi di adattamento, 

o da perturbazione dei feedback fisiologici, innescate dall’attivazione di vie di segnale parallele a quelle inibite 

farmacologicamente. Infatti, quantunque generalmente schematizzate come cascate lineari che passano 

l’informazione da un componente a quello successivo, è ormai chiaro che queste vie di segnale si ramificano 

continuamente e si intrecciano e dialogano tra loro in una rete estremamente dinamica e complessa, sottoposta 

a un continuo ricablaggio. Il risultato è spesso quello di produrre un effetto rebound che causa la riattivazione 

della pathway bersaglio del farmaco. Questo è senza dubbio vero per quanto riguarda gli approcci basati sulla 

terapia con inibitori di protein-chinasi della via di PI3K, dove i meccanismi di resistenza descritti sono 

prevalentemente di tipo adattativo, quindi non tanto legati ad insorgenza di mutazioni secondarie nei geni 

codificanti per le proteine bersaglio, quanto al crosstalk fra vie di sopravvivenza in grado di supplire la pathway 

bloccata, fino a provocare la riattivazione della segnalazione e sottrarsi così all’effetto terapeutico (Wu et al., 

2021). 

Nonostante la sua grande importanza clinica, la resistenza adattativa rimane poco compresa. Il nostro 

laboratorio ha descritto per la prima volta come nella leucemia mieloide acuta l’inibizione sia di AKT sia di 

PI3K/mTOR possa turbare l’asse AKT-FoxO e l’asse mTOR-p70-S6 chinasi, portando ad un’aumentata 

espressione di recettori per fattori di crescita a monte di PI3K, e quindi ad una riattivazione della stessa PI3K e 

dei suoi effettori (Bertacchini et al., 2014). Altri meccanismi sono stati descritti. Infatti, occorre considerare che 

sia l’attivazione fisiologica che quella oncogenica di questa cascata di segnali è sottoposta a meccanismi di 

regolazione a feedback tesi a contenere l’eccessiva attivazione, in particolare limitando la durata del segnale e 

l’attivazione di pathway parallele attraverso i regolatori negativi, quali PTEN. In tal senso, un’importante 

osservazione è stata riportata recentemente, che sottolinea ulteriormente l’importanza della dissezione dei 

meccanismi di resistenza adattativa per assicurare il successo della terapia. Infatti, è stato dimostrato che 
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l'inibizione farmacologica di questa cascata di segnale riduce l’espressione di PTEN, portando alla riattivazione 

della via di segnale nei tumori trattati con inibitori della via di PI3K, limitando ampiamente l'efficacia del 

trattamento (Mukherjee et al. 2021). Gli autori hanno mostrato che, in condizioni fisiologiche, PI3K regola 

l’espressione di PTEN a livello traduzionale attraverso l’asse mTOR/4E-BP1. In tal modo PI3K tampona 

eventuali oscillazioni della sua stessa attività. La regolazione traduzionale di PTEN è quindi un importante 

controllo omeostatico della segnalazione fisiologica di PI3K, e non solo. Infatti può intervenire per ridurre 

l'attivazione della via anche in cellule recanti mutanti oncogenici di PIK3CA. Di conseguenza, non sorprende 

che la via sia costitutivamente attivata quando nelle cellule tumorali coesistono mutazioni di PIK3CA e perdita 

di funzione di PTEN (Mukherjee et al. 2021). 

Un’importante implicazione di queste osservazioni è che l’inibizione farmacologica di PI3K potrebbe ridurre i 

livelli di PTEN, in tal modo contrastando l’efficacia del trattamento. Ed infatti una drastica diminuzione 

dell’efficacia anti-tumorale degli inibitori di PI3K è stata descritta dagli stessi autori sia in vitro, in numerose 

linee cellulari, sia in vivo in un modello murino di carcinoma della mammella (Mukherjee et al. 2021). 

In questo studio, è stato affrontato il problema della resistenza adattativa all'inibizione mirata di uno dei 

principali assi di segnalazione oncogenica frequentemente deregolati nel cancro alla prostata, cioè la via di 

segnalazione PI3K/AKT/mTOR; i risultati ottenuti rivelano l’esistenza di un meccanismo di resistenza 

all’inibizione farmacologica di AKT, non descritto precedentemente, che prevede la riattivazione della via a 

causa dell’aumentata espressione dell’oncogene Ras sotto il controllo di un microRNA. 

La crescita del tumore prostatico è, in fase iniziale, primariamente dipendente dagli androgeni; tuttavia, 

progredisce poi verso la fase di androgeno indipendenza, nota come carcinoma prostatico metastatico 

resistente alla castrazione, in cui manifesta resistenza alle terapie ormonali convenzionali, soprattutto a causa 

della deregolazione della via di segnale mediata da questi ormoni (Jenster et al., 1999). L'inibitore della sintesi 

degli androgeni abiraterone acetato, combinato con la terapia di deprivazione androgenica, si è dimostrato 

altamente efficace nel migliorare i risultati nei pazienti trattati (Wei et al., 2017). Tuttavia, circa il 20% dei 

pazienti progredisce verso la malattia resistente alla castrazione entro 12 mesi, e le ulteriori opzioni di 

trattamento sono molto limitate, perciò questi pazienti hanno una sopravvivenza più breve. 

L'attivazione aberrante della via PI3K/AKT è comune nel cancro alla prostata, specialmente nella malattia in 

stadio avanzato, principalmente a causa della perdita di PTEN verificata nel 40-60% dei pazienti. La 
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segnalazione del recettore degli androgeni e la via AKT sono reciprocamente regolati in modo incrociato, tale 

che l'inibizione di uno porti alla sovraregolazione dell'altro. Pertanto, l’inibizione combinata dell’abiraterone e 

di AKT può essere utile nei pazienti che hanno deficit di PTEN o attivazione aberrante del via di PI3K. In 

studi preclinici, il capivasertib, un inibitore pan di AKT somministrabile per via orale, blocca la proliferazione 

di modelli di carcinoma prostatico sensibile agli ormoni e resistente alla castrazione con perdita di PTEN. 

Pertanto, esiste una finestra terapeutica per la inibizione contemporanea delle vie di AR e PI3K in questi 

pazienti. I risultati dello studio di fase I (NCT04087174) hanno confermato la dose accettabile di capivasertib 

in combinazione con abiraterone. Inoltre, studi di fase II/III (NCT03072238) hanno recentemente dimostrato 

che un altro inibitore orale di AKT, ipatasertib, prolunga la sopravvivenza del carcinoma prostatico metastatico 

resistente alla castrazione quando combinato con abiraterone rispetto a placebo più abiraterone, in particolare 

tra i pazienti con perdita di PTEN. Infine, è in corso di reclutamento di pazienti uno studio multicentrico di 

fase III (NCT04493853) per valutare l’efficacia della combinazione di capivasertib con abiraterone (+ 

prednisone/prednisolone), in pazienti con carcinoma prostatico metastatico con delezione di PTEN. 

Quindi, benché da un punto di vista clinico gli inibitori di AKT o di altre proteine chiave della stessa cascata 

come monoterapia non abbiano prodotto finora i risultati desiderati, le stesse molecole utilizzate in 

combinazione mostrano un’efficacia terapeutica molto promettente. 

In questo scenario, è fondamentale ottenere un quadro il più possibile completo dei meccanismi molecolari 

che si possono instaurare in seguito al trattamento cronico con tali molecole, e che possono favorire 

l’adattabilità delle cellule cancerose e di conseguenza la resistenza. 

Partendo dalla nostra iniziale osservazione, ovvero che in cellule tumorali prostatiche PC3 il silenziamento di 

AKT può modulare l’espressione di numerosi miR, alcuni dei quali legati a vie di sopravvivenza e/o 

proliferazione cellulare, ci siamo concentrati sul miR-145-5p, noto per il suo ruolo di tumor-suppressor (Das et 

al., 2015; Mohit et al., 2010). L’espressione di miR-145-5p risultava fortemente downmodulata dal 

silenziamento di AKT. Inoltre, importanti effettori o regolatori della stessa via di PI3K entrano nella 

costellazione dei geni target del miR-145-5p, tra cui l’oncogene H/K-Ras. 

La segnalazione intracellulare a valle di Ras è strettamente controllata attraverso una serie di meccanismi post-

trascrizionali che sono spesso alterati in condizioni patologiche, producendo stati metabolici che stimolano la 

crescita, la migrazione, la sopravvivenza, la metastasi e la plasticità del cancro (Gimple et al., 2019; Abida et al., 
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2019; Pearson et al., 2020). Nonostante il targeting farmacologico di Ras sia stato perseguito intensamente per 

decenni con ben poco successo, recentemente sono emerse nuove strategie che sembrano avere grande 

potenziale di efficacia terapeutica (Sheridan et al., 2020; Conroy et al., 2021; Molina-Arcas et al., 2021). 

Pertanto, la comprensione della complessa biologia di Ras può tradursi in terapie migliori per i pazienti con 

tumori aggressivi guidati da quest’ultimo. Questo oncogene svolge un ruolo importante nell'attivazione della 

rete di PI3K/AKT, promuovendo l’attività trascrizionale pro-oncogenica attraverso NF-κB, l'evasione 

dell'apoptosi attraverso l'inibizione dell'enzima pro-sopravvivenza BAD e la crescita cellulare attraverso 

l’attivazione di mTOR. 

Pertanto, Ras ci è subito sembrato un bersaglio estremamente interessante. E a maggior ragione, dopo la 

constatazione che l’espressione della maggior parte degli altri target non è risultata drammaticamente modulata 

in seguito alla diminuzione dei livelli del miR-145-5p, a fronte invece di un forte aumento di espressione di 

Ras. Questo risultato di per sé importante ha acquistato ulteriore rilievo in seguito alla conferma che anche 

l’inibizione farmacologica di AKT, e non solo il suo silenziamento, producevano lo stesso effetto, 

permettendoci di ipotizzare un nuovo meccanismo di resistenza adattativa. Poiché la letteratura suggerisce che 

AKT possa essere sia regolatore che bersaglio del miR-145-5p (Sha et al., 2017; Xia et al., 2015), abbiamo poi 

verificato che il silenziamento diretto di questo miR porta allo stesso aumento di espressione di Ras ottenuto in 

seguito a silenziamento/inattivazione di AKT. Infine, abbiamo appurato che agli alti livelli di Ras corrisponde 

un rapido recupero della fosforilazione/attivazione di AKT, indicando quindi l’esistenza di un circuito miR-

145-5p/Ras in grado di riattivare l’asse PI3K/AKT. 

Dal punto di vista meccanicistico, nel modello in vitro di cellule di carcinoma prostatico PC3 utilizzato per 

questo studio, l’inibizione di AKT provoca l’abbassamento fino quasi a scomparsa del contenuto intracellulare 

di miR-145-5p che, a sua volta, causa un forte aumento di espressione di Ras e a cascata la riattivazione della 

via di PI3K (figura 5.1). 

E’ possibile che, a seguito dell’inibizione di AKT, vengano meno i meccanismi regolatori bidirezionali fra la 

chinasi e il miR, causando una downregolazione di quest’ultimo. Ras, posizionato a valle del miR, è in grado di 

sollevare la pressione inibitoria del farmaco su AKT. Oltre a identificare un meccanismo di resistenza 

adattativa nel carcinoma prostatico non precedentemente documentato, quindi, questo studio sottolinea la 

necessità di caratterizzare in modo approfondito il ruolo dei miR nel cancro. 
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Sono inoltre attualmente in corso esperimenti di stable isotope labeling with amino acids in cell culture 

(SILAC), allo scopo di confermare questi risultati e identificare altri bersagli modulati dal circuito miR-145-5p-

Ras in risposta al blocco farmacologico della via di segnale PI3K/AKT e al successivo ricablaggio. 

Oltre a ciò, per concludere questo studio sarà fondamentale valutare anche l’effetto dell’aumento di 

espressione di Ras sulla via di segnale guidata da MAPK/ERK (Sheridan, 2020; Conroy et al., 2021). 

E’ infine opportuno sottolineare che anche se da un lato evidenze crescenti suggeriscono che la riattivazione 

delle vie di segnalazione inizialmente inibite causi resistenza ai farmaci perturbando i meccanismi di feedback, 

dall’altro un’analisi della topologia delle reti di segnalazione intracellulare nella risposta al trattamento 

farmacologico dimostrerebbe che i circuiti di feedback da soli non porterebbero ad una riattivazione 

permanente dei meccanismi di segnalazione (Boris et al., 2021; Kholodenko et al., 2021). Secondo questi 

studi, infatti, anche farmaci inibitori di nuova generazione sembrerebbero provocare il superamento solo 

parziale dei livelli fisiologici del meccanismo di segnalazione bersagliato. La riattivazione completa si 

verificherebbe solo quando almeno due vie, una attivante e una inibitoria, collegano una proteina a monte, 

inibita dal farmaco, ad un'uscita a valle. Solo così, e indipendentemente dalla topologia della rete, il farmaco 

potrebbe ripristinare o addirittura aumentare paradossalmente l'attività della segnalazione a valle (Kholodenko 

et al., 2021). 

Va poi considerato che se da un lato nel loro insieme tutti i processi descritti conferiscono alle cellule tumorali 

la plasticità necessaria per la sopravvivenza in condizioni dinamiche, dall’altro essi creano anche vulnerabilità 

che possono essere oggetto di terapie mirate. Solo una più profonda comprensione della biologia di 

PI3K/AKT e delle vie di segnale che mantengono i circuiti di sopravvivenza e proliferazione fornirà una 

visione globale che potrà contribuire a migliorare l’approccio terapeutico e servire da modello per la 

comprensione delle alterazioni di ulteriori meccanismi che guidano il cancro. 
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Figura 5.1 Rappresentazione schematica dell’ipotesi perseguita in questo studio. L’inibizione di AKT provoca un forte calo 

dell’espressione di miR-145-5p che, a sua volta, aumenta la quantità di Ras nella cellula, producendo così a cascata la riattivazione della 

via di PI3K. 
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