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INTRODUZIONE



1.1 Il carcinoma epatocellulare

Il carcinoma epatocellulare (HCC) e il piu frequentumore maligno del
fegato e rappresenta il sesto tipo di tumore pitnwte nel mondo. Inoltre,
essendo i pazienti diagnosticati a stadi piuttogt@nzati, I'epatocarcinoma
rappresenta la terza causa di mortalita associatemare, con un’incidenza in
aumento (1, 2). Nei paesi occidentali, I'insorgenda epatocarcinoma é
strettamente correlata con la presenza di cirnpaiiea e circa I'80% dei tumori
insorgono su di fegato affetto da cirrosi o da igpatonica (3).

L’epatocarcinoma € un tumore che presenta un’egi@lmolto eterogenea:
'HCC risulta infatti associato a differenti fattordi rischio molto ben
caratterizzati. | principali fattori di rischio ihdono il virus dell’epatite B
(HBV), il virus dell’'epatite C (HCV), I'assunzioneronica di alcol, I'esposizione
alimentare prolungata all’aflatossina B1 (AFB1)erlocromatosi primaria. Nel
90% dei casi di HCC, almeno uno di questi fattoriridchio pud essere
identificato, da solo o in combinazione con akri associazione con i differenti
fattore di rischio varia a seconda dell’origine geadica del paziente (4).

Lo sviluppo di HCC in un fegato con una patologianica € un processo
multistep, noto come epatocarcinogenesi, carat@oz dall’accumulo
progressivo di alterazioni genetiche che possonosara crescita cellulare
aberrante, trasformazione maligna del parenchimdlulae epatico, e
successivamente invasione vascolare e metasigsird 1). Infezioni da HBV e
HCV ed esposizione cronica ad alcol sono tra i gnuni epatocarcinogeni
nel’'uomo; la loro presenza é causa di danno al Dié4li epatociti, alterato

riparo dovuto a necro-inflammazione cronica ednifirigenerazione tissutale



intensiva e fibrogenesi. L'insorgenza di epatocwwia € spesso preceduta da
lesioni preneoplastiche, le quali includono focineduli displastici. | foci
displastici si suddividono in piccoli foci (SCD)re#terizzati da epatociti con un
diminuito volume citoplasmatico, polimorfismo nuate ed aumentato rapporto
nucleo/citoplasma, e grandi foci (LSD) caratterizzta aumentate dimensioni
cellulari e nucleari, polimorfismo nucleare con ket prominenti e normale
rapporto nucleo/citoplasma. | foci SCD hanno uwvate indice proliferativo con
caratteristiche morfologiche e istologiche similiHCC e di frequente danno
origine a noduli displastici (DN), i qualis vengononsiderati come lesioni che
precedono I'epatocarcinoma a causa della loro &etguassociazione con la sua
insorgenza (5). Al contrario, i foci LCD non pretam caratteristiche comuni
all’HCC ed é controverso se si possano conside@ree lesioni preneoplastiche;
sembrano piuttosto derivare da epatociti senescentiun’alterata proliferazione

cellulare dovuta alla presenza di inflammaziongenerazione cronica (6).
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Figura 1. Meccanimo di epatocarcinogenesiiFigura da:_Teoh, NC. JGH.
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Poiché la cirrosi € considerata una lesione epatieaeoplastica, i pazienti
cirrotici vengono inseriti in standardizzati progmai di screening per
I'individuazione precoce di HCC; tali programmi peelono controlli periodici
(ogni 6 mesi) attraverso esami ecografici e deteammione dei livelli sierici di
alfa-fetoproteina (AFP), un marcatore circolanté&d@C (7). Gli esami ecografici
hanno un ruolo chiave nella diagnosi del’lHCC, enge piu spesso questo
tumore viene diagnosticato quando & ancora asitioman pazienti portatori di
cirrosi epatica e soggetti a controlli frequenti). (8'uso della tomografia
computerizzata e apparecchiature per la risonanagnetica sempre piu
sofisticate hanno portato ad una maggiore sersit@lispecificita delle tecniche
diagnostiche dellHCC. La diagnosi precoce rimane punto chiave per
migliorare la prognosi di questo tumore. ldentifecda patologia quando sono
presenti tumori ancora piccoli e asintomatici congpdnfatti migliori possibilita
di trattamento. Determinare accuratamente lo stddibHCC & importante per
formulare la prognosi e per decidere la terapialiorg Fattori importanti da
considerare per il trattamento del tumore sonorddezza, la multifocalita, la
gravita di altre patologie epatiche sottostantioestato di salute generale del
paziente.

In base allo stadio al quale vengono diagnostigitepatocarcinomi vengono
suddivisi in tre grandi categorie: HCC precoci, H@@rmedi-avanzati e HCC
tardivi. Da un punto di vista clinico, lo stadioldemore considerato precoce é
caratterizzato dalla presenza di un’'unica massariore ai 5 cm di diametro,
oppure 3 noduli minori di 3 cm di diametro e daksenza di invasione vascolare
e di metastatizzazione. Questi sono i requisitiessari per poter ricevere

trattamenti curativi con discrete possibilita dcesesso. | trattamenti curativi per
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'HCC comprendono la resezione chirurgica, l'abdema percutanea ed |l
trapianto di fegato. Perché sia possibile una resezchirurgica il paziente deve
avere una buona funzionalita epatica; in caso gquesindizione non sia
soddisfatta, il miglior trattamento per gli HCC poei non resecabili € I'ablazione
percutanea con la quale si ottiene la necrosi waote tramite I'iniezione di
agenti chimici, come l'alcol o I'acido acetico, cethante I'uso di mezzi fisici
come la radiofrequenza. Il trapianto € indicatorgieale funzioni epatiche sono
danneggiate, ed il tumore non ha raggiunto i vasgaigni con probabilita di aver
dato metastasi extraepatiche. Teoricamente ilagrapie il miglior trattamento per
I'HCC poiché permette la rimozione, non solo dettty epatico invaso, ma anche
del tessuto circostante che é a rischio di sviluppm altro cancro. Purtroppo il
numero di trapianti possibili e limitato dall’alfaequenza degli HCC e dalla
mancanza di un sufficiente numero di donatori,hé @llunga notevolmente i
tempi di attesa. Durante questi ritardi, la progi@se del tumore spesso fa si che
si esca dai parametri richiesti per il trattamergadendo il paziente non piu
idoneo per il trapianto. Inoltre, nonostante i taatenti curativi offrano una
probabilita di sopravvivenza a 5 anni del 50-70% (®nsorgenza di recidiva
epatica supera il 70% entro i 5 anni ed & causatéuochori meta-cronici che
insorgono su fegato cirrotico oppure, nel 10-15%cdsi, a siti di disseminazione
del tumore non diagnosticati dagli studi di imagprg-operatorio (10).

In caso di HCC in stadio intermedio (tumore mutidalare con assenza di
invasione vascolare) la chemioembolizzazione (TAG&)a massa neoplastica é
risultato da studi clinici un trattamento in grado espandere il tempo di
sopravvivenza medio dei pazienti (da 16 a 20 medix considerato lo standard

di cura (11). L'ostruzione dell’arteria che nut@ zona del fegato sede della
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massa tumorale, ottenuta con liniezione di ageotne la gelatina, arresta il
flusso ematico nei capillari del tumore, portandalmecrosi. L’associazione a
guesti agenti con chemioterapici, quali la doxocit@, aumenta I'azione
antitumorale.

In caso di HCC in stadio avanzato (con tumore snaiiico, 0 invasione
vascolare o diffusione extra-epatica), I'unicotaatento in grado di incrementare
la sopravvivenza media dei pazienti (da 7.9 a 10esi) é il trattamento con
Sorafenib (12), un multi-inbitore di tirosina cinagpprovato nel 2006 dalla Food
and Drug Administration (FDA) come trattamento dina linea per HCC in
stadio avanzato. Questo composto inibisce la pralfione delle cellule
neoplastiche e l'angiogenesi tumorale in un amgettso di tumori. Agisce
inibendo le cinasi Rafl e B-Raf, le cinasi dei tewe 1, 2, 3 del fattore di
accrescimento endoteliale (VEGF) e la cinasi deéttere del fattore di crescita
di origine piastrinica (PDGF). Attraverso linibame di vie molecolari che
giocano un ruolo importante nella patogenesi daditecarcinoma, il Sorafenib é
probabilmente in grado di ritardare la progressitm@orale portando ad un
beneficio in termini di sopravvivenza. Oltre al &@nib, il trattamento dellHCC
con convenzionali agenti chemiotrapici &€ poco affec e causa pesanti effetti
tossici collaterali dovuti alla funzionalita epaticcompressa a causa della
sottostante patologia epatica.

La prognosi di HCC tardivi & molto infausta (3-4si)eed al momento attuale
non esistono trattamenti efficaci, ma solo curdiagale (Figura 2).

A fronte della scarsa efficacia della chemioteragisdemica degli HCC con i
farmaci attualmente a disposizione e dell’alta deaiza di recidiva epatica in

pazienti curativamente trattati per epatocarcinosiagvidenzia l'urgenza di
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individuare nuovi bersagli molecolari e di sviluppanuovi trattamenti per

I'epatocarcinoma umano.

HCC
Stadio Stadio Stadio Stadio
precoce intermedio avanzato terminale
Trattamenti Nuovi agenti:

chirurgici TACE

Ablazione locale

| | | ‘,

Sorafenib

(30%) (50-60%) (10%)
Trattamenti Trials randomizzati Trattamenti palliativi
potenzialmente curativi
Sopravvivenza a 5 anni: Sopravvivenza media senza Sopravvivenza:
50-70% trattamento: 6-16 mesi < 3 mesi

Figura 2. Trattamenti di epatocarcinomi in differenti stadi di
progressione.Per ogni stadio € indicato lo standard di curaiktatialle linee
guida.

1.1.1 Classificazione molecolare del carcinoma epeatkllulare

Lo sviluppo di epatocarcinoma in un fegato affettouna patologia cronica e
un processo multifattoriale caratterizzato dalliaoclo progressivo di alterazioni
genetiche ed instabilita cromosomica. Nell'ultimacdde numerosi studi sono
stati pubblicati nel tentativo di identificare fieimolecolari di espressione genica
nell'epatocarcinoma. Tali studi risultano pero @énte eterogenei dal punto di
vista dell'individuazione di un profilo comune diexazioni genetiche, rendendo
difficile la definizione di una firma molecolaresignaturé di questo tumore.
Analizzando contemporaneamente questi studi diilpgf I'elemento piu

significativo che emerge e la frequente sovraesmmes di geni coinvolti nella
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proliferazione cellulare e nella promozione dellaosi; gli HCC individuati da

tale signaturevengono definiti comégruppo proliferativd e sono caratterizzati
da una prognosi piu infausta. In tale raggruppamepiccano inoltre una serie di
consistenti riarrangiamenti genetici, associatuad diminuita sopravvivenza del
paziente indipendentemente dall’eziologia del twemoAlla luce di queste
osservazioni sembra ragionevole dedurre che eléemguali aumentata

proliferazione degli epatociti, incrementato indiecgtotico e disregolazione di
geni modulatori del ciclo cellulare siano sinergieate coinvolti nel processo di
epatocarcinogenesi (6).

Lo studio di Laurent-Puig e Zucman-Rossi (13) sud@ in due gruppi
principali le alterazione genetiche identificatet@ssuti di HCC. Il primo gruppo
di alterazioni €& specifico dei fattori di rischiossaciati al tumore, quali
integrazione genomica del virus dell’epatite B, amtni nel gene
oncosoppressore p53 successive all’esposizioneurgata all’aflatossina,
mutazioni nelloncogene KRAS dovute all’esposizioale cloruro di vinile, e
mutazioni della linea germinale predisponenti aiitoblastoma. Il secondo set di
alterazioni genetiche € indipendente dall’eziologigl’HCC ed include
acquisizione o perdita cromosomica, alterazionp®, attivazione della via di
WNT/B-catenina, attivazione dei geni RB1, p16 ed IGFR2d(ttore per il fattore
di crescita 2 dell'insulina). Un’esaustiva anatisiqueste alterazioni genetiche ha
consentito di definire due differenti percorsi noakari di epatocarcinogenesi in
accordo alla presenza o meno di instabilita cromds®. Tumori scarsamente
differenziati ed HBV positivi fanno parte del grupdi tumori ad alta instabilita

cromosomica, associati a mutazioni di p53, mentracti ben differenziati e
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HBV negativi sono stati associati ad assenza sliabilitdA cromosomica ed

attivazione della via di-cateninaftigura 3).

G ) Alterazioni Caratteristiche
ruppi genetiche cliniche
Mutazioni Axint, 1p, o
4q, 16p, 16q LOH HBV p;:sﬂwa ]
I Instabilita Mutazioni p53, Scarso
cromosomica 13q LOH differenziamento

| 9p, 6q LOH Cattiva prognosi

— Mo LOH specifica
11 Stabilita HBV negativo

cromosomica

Mutazioni R-catenina, Grandi
8p LOH dimensioni

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

Un’ulteriore classificazione molecolare dell’'epaomnoma e stata eseguita
da Chainget al (14), ed ha consentito di individuare cinque dldsgspressione
genica che raggruppano univocamente i tessuti o Cstadio precoce ed HCV
positivi. In aggiunta, la combinazione di tali ghofli espressione con analisi di
mutazioni, analisi immunoistochimiche e lo studio pdthway molecolari ha
consentito di associare tre di queste cinque cldssespresione genica ad
alterazioni di pathway di trasduzione del segnake mpti in letteratura. Ad
esempio nella classe con alto indice di prolifevaei € stata osservata

un'aumentata fosforilazione di IGF-IR, AKT e RPS@cendo supporre che
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I'attivazione di molecole ad attivita tirosina céiea potesse essere I'elemento
scatenante dell’elevata proliferazione osservatquiesto sottogruppo di tumori.
Alla luce della significativa concordanza con aktudi di espressione, queste
cinque classi potrebbero quindi essere utilizzatel stratificazione dei pazienti
nei futuri trials clinici e per l'individuazione dootenziali target per la terapia
molecolare. Gli studi di classificazione molecolag@ossiedono quindi
un’importante rilevanza clinica poiché potrebbertare all'identificazione di
marcatori utili per la diagnosi precoce del tumarer predire la prognosi o per
identificare nuovi bersagli terapeutici.

Il recente studio di Ladeiret al (15) ha integrato la classificazione
molecolare dell’epatocarcinoma basata sulle altena@zgeniche con lo studio dei
profili di espressione dei microRNA, al fine di iadluare associazioni tra
mutazioni in oncogeni/geni oncosoppressori e aiatiche clinico-patologiche.
L’analisi di profiling dei microRNA ha consentita dlassificare univocamente i
campioni in esame in gruppi ben separati tra lorocamtraddistinti da
caratteristiche istologiche (tumore/non tumore, dwem benigno/maligno),
caratteristiche cliniche (infezione da HBV, consumioalcol) e mutazioni in
oncogeni/geni oncosoppressoprdatenina, fattore epatico nucleare 1 (HFN1)).
Tale studio dimostra che I'epatocarcinoma possdsinti profili di espressione
dei microRNA, i quali sono in relazione al gradontlignita, ai fattori di rischio
ed alle alterazioni geniche e fornisce una nuowtes per comprendere l'impatto
funzionale della deregolazione dei microRNA nellenbrigenesi epatica e per |l

loro utilizzo come marcatori diagnostici.
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1.2 | microRNA

I microRNA (miRNA) sono delle piccole molecole dNR non codificante,
della lunghezza di 19-22 nucleotidi, sono espriesan numero molto elevato di
organismi, incluso Homo Sapienssono filogeneticamente molto conservati, e
possiedono un’elevata specificita di tessuto evdristadi di sviluppo. E’ stato di
recente dimostrato il ruolo cruciale dei microRN@lla regolazione di importanti
processi fisiologici, quali lo sviluppo, la proliezione, il differenziamento,
I'apoptosi e la risposta a differenti segnali egéléulari e di stress.

La scoperta dei microRNA e piuttosto recente, eisafatti al 1993 quando un
piccolo RNA codificato dal locus lin-4 fu associatb tempo di sviluppo del
nematodeCaenorhabditis elegansattraverso la modulazione della proteina lin-
14.1 (16); ma € solo negli ultimi anni che i miRNAno entrati a far parte del
complesso circuito della biologia cellulare, riveda il loro ruolo chiave come
modulatori dell'espressione genica.

Analisi computazionali indicano che i geni che ¢odno per i microRNA
rappresentano approssimativamente I'1% del genatta differenti specie, e che
ognuno di loro possiede sequenze conservate o olngew/ate in centinaia di
differenti geni bersaglio: & stato stimato infattie circa il 30% dei geni sono
regolati da almeno un microRNA (17). Al momentaale, centinaia di miRNA
sono stati predetti in animali, piante e virusaatérso differenti approcci (18), tra
cui metodi sperimentali (19), approcci computaziof2D) ed analisi di sequenze
genomiche ed EST (21, 22). Ad oggi sono stati idiati e validati
sperimentalmente 721 miRNA umani, come riportatoddéabase dei microRNA,

miRBasghttp://www.mirbase.org).
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La maggior parte dei geni che codificano per i olRINA hanno isoforme
multiple (paraloghi) che sono probabilmente il ligto della duplicazione genica;
per esempio il genoma umano possiede 12 loci pamalia del miRNA let-7. |
geni paraloghi hanno spesso una sequenza iderdileaporzione 5’ relativa alle
posizioni nucleotidiche 2-7. Poiché questi sei aatitli ‘seed sequencesono
cruciali per I'appaiamento con 'mRNA bersaglio,pg@nsa che i geni paraloghi
agiscano in maniera ridondante. In realta, essamhe la porzione 3’ dei
mMiRNA importante per I'appaiamento con 'mRNA bejia, e poiché questi
MIiRNA hanno spesso pattern di espressione differ@eimbri della famiglia con
la stessa seed sequentepossono avere ruoli distintiin  vivo (23).
Approssimativamente il 50% dei loci dei miRNA neammiferi sono in stretta
vicinanza con altri miRNA e spesso questi clustemicroRNA sono trascritti
come singola unita trascrizionale (TU) policistimi(24); nonostante esistano
casi eccezionali nei quali tali microRNA vengonaliindualmente trascritti da
promotori separati. Alcuni microRNA sono generad @U non codificanti,
mentre altri sono all'interno di TU codificanti geine. Approssimativamente |l
40% dei loci dei miRNA sono localizzati in regiomtroniche di TU non
codificanti, mentre il 10% e situato in regioni e&he. | loci dei miRNA che si
trovano in TU codificanti proteine sono localizzageneralmente in regioni
introniche, le quali rappresentano il 40% di tutbci dei microRNA Eigura 3).
Alcuni loci di miRNA vengono definiti ‘misti’, poiké la loro localizzazione é

intronica o esonica a seconda del pattern di s1gi(25).
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a TU non codificante con miRNA intronici

miR15a-16-]

b TU non codificante con miRMNA esonici miR-155

BIC

¢ TU codificante con miRNA intronici mMiR-25-93-106b

d TU codificante con miRMNA esonici Y72 X

Figura 3. Localizzazione genomica e struttura dei microRNA(Figura da:
Kim, VN. Nat Rev Mol Cell Biol. 2009. 10: 126-89

1.2.1 Biogenesi e ruolo biologico dei microRNA

La maggior parte dei microRNA viene trascritta ddlNA polimerasi Il (Pol
i) (24, 26), sebbene un minor gruppo di MiIRNA &ssth a sequenze ripetute
(Alu) pud essere trascritto dalla RNA polimerasi(87). Un ampio numero di
fattori di trascrizione associati alla Pol Il casitano la trascrizione genica dei
microRNA, consentendone una fine regolazione ircifipae condizioni e tipi
cellulari (28). 1 microRNA vengono codificati sotterma di lunghi trascritti
primari caratterizzati da una complessa struttufarana (pri-miRNA) e sono
processati nel nucleo dalla RNasi Il Drosha a famenun microRNA precursore
(pre-miRNA) della lunghezza di 70-100 nucleotidug3dte molecole precursore
vengono esportate, attraverso un meccanismo medalltEsportina 5, dal

nucleo al citoplasma dove un ulteriore step di metione mediato dal’RNasi llI
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Dicer genera un RNA a doppio filamento (dsRNA) adlinghezza di circa 22
nucleotidi, chiamato dsmiR/miR*. Tale dsRNA vienecsessivamente legato
dalla proteina Argonaute (Ago) ed incorporato rehplesso proteico noto come
‘complesso che induce il silenziamento di RNA’ (R)SA questo punto, uno dei
due filamenti (filamento guida o0 miRNA) rimane légad Argonaute e costituira
il mMIRNA maturo, mentre l'altro filamento (filamemtpasseggero o miRNA¥*)
sara sottoposto a degradazione da parte di un anzim attivita di elicasi. La
stabilita termodinamica di entrambe le estremitadd®NA é fondamentale nella
determinazione di quale sara il filamento guida, (3®). All'interno del
complesso proteico del RISC il miRNA maturo € iadp di appaiarsi a sequenze
complementari presenti nella regione 3'UTR di RNA&ssaggeri (mMRNA) e di
regolarne l'espressione genica a livello post-tiaemale. La regolazione da
parte dei miRNA avviene attraverso due differentcoanismi d’azione che
variano a seconda della complementarieta dellattzgdimicroRNA ed il suo sito
bersaglio. Quando vi € il 100% di complementarigtaccanismo che avviene piu
di frequente nelle piante, l'appaiamento del mid¥@R determinera la
degradazione dellmRNA; viceversa, quando la completarieta delle basi é
imperfetta, meccanismo che avviene piu di frequaetgi animali, 'appaiamento
del microRNA al suo sito bersaglio portera piu @obmente al blocco della

traduzione, senza la degradazione del’'mRIR&(ra 4).
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Figura 4. Biogenesi, processazione e maturazione dei micrhR (miR).
(Figura da:_lorio, MV et al. J Clin Oncol. 2009.:2848-5856.

Il pattern di espressione dei microRNA e regolatwadte o sviluppo ed é
generalmente tessuto specifico. Alcuni miRNA sonoltenabbondanti, piu di
10000 copie per cellula (31), mentre altri sonasamaente rivelabili con tecniche
di ibridazione all’'RNA totale (32). Esistono, intiatmicroRNA organo-specifici
come il miR-122 nel fegato ed il miR-124 nel celvathe non presenti in altri
tessuti, mentre vi sono miRNA particolarmente alolaoni in un tessuto, come ad
esempio il miR-1 nel tessuto muscolare schelet(@®), che possono tuttavia

essere ritrovati anche in altri tessuti. L’elevedaservazione di questi microRNA
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organo-specifici tra le varie specie animali sugger che essi potrebbero giocare
un ruolo ben preciso e filogeneticamente conservata costituzione e/o
mantenimento di un tipo cellulare o tissutale did@éterminato organo. A questo
proposito, € interessante notare che i miRNA sota $ndividuati solo in
organismi multicellulari, mentre sono assenti ingasismi unicellulari, e
potrebbero percio essere essenziali per il diffdeanento dei vari tipi di tessuto e
per il mantenimento dello stato differenziativo. ¥pno infatti evidenze
sperimentali che dimostrano lI'importanza dei miRN&llo sviluppo precoce e
tardivo dei vertebrati (34). Negli ultimi anni stmindi diventando sempre piu
rilevante I'importanza dei microRNA nel controlleltb sviluppo, della fisiologia
e della patologia animale.

A questo riguardo, l'individuazione e la caratteazione dei bersagli e dei
pathway molecolari regolati dai miRNA rappresent® step fondamentale per
far luce sull’ampio spettro di azioni biologichesestate dai microRNA. A fianco
dell'analisi genetica, €& quindi necessario eseguirg’accurata analisi
computazionale ed una successiva analisi funzianalgro. L’analisi in silico
prevede l'utilizzo di  algoritmi  bioinformatici  qual TargetScan

(http://genes.mit.edu/targetscanPicTar (http://pictar.bio.nyu.edule miRanda

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

utilizzati per la predizione dei target biologictidnicroRNA. Tali algoritmi si
basano su programmi di allineamento che consentlbrindividuare sequenze
conservate di 7-8 nucleotidi con un’elevata comgetarieta alleseed sequentce
dei miRNA ed un’alta stabilita termodinamica, caimfeggi che variano da 0 a
100, dove O rappresenta nessuna complementarietal0@ perfetta

complementarieta. L'analish silico dovra essere successivamente affiancata da
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un’analisi funzionalen vitro, al fine di dimostrare I'effettiva regolazione dgni
bersaglio da parte dei miRNA, e da studi con geporter al fine di dimostrare
I'interazione diretta tra il MiRNA ed il sito congrhentare presente nel 3'UTR

del’mRNA bersaglio.

1.2.2 MicroRNA e cancro

L'identificazione di due microRNA, miR-15a e miR4d,6localizzati in una
regione di delezione di 30 kb nel cromosoma 13dddiyiduata nel 50% delle
leucemie linfatiche croniche (CLL) (35), € statauwtelle prime indicazioni del
possibile coinvolgimento dei microRNA nella tumanigesi umana.

Dopo questa prima evidenza sperimentale, € stadataia la correlazione tra
le posizioni genomiche di un largo numero di miRMAregioni genomiche
cancro-associate (36). In questo studio sonorsigpipati 186 geni di miRNA ed e
stato osservato che la loro distribuzione non @ialased omogenea tra i vari
cromosomi; infatti, circa il 50% dei loci analizzasultano localizzati in cluster,
con una media di 2.5 geni per cluster. Circa il 288 miRNA analizzati sono
stati associati a siti fragili del genoma umaR@(ra 5) o siti di integrazione del
Papilloma Virus Umano (HPV). Molte evidenze spemtad supportano la
correlazione tra siti fragili e I'instabilita delNDA nelle cellule cancerose. Infatti, i
siti fragili sono siti preferenziali per scambi cliomatidi fratelli, traslocazioni,

delezioni, amplificazioni o integrazioni di virussociati a tumori come I'HPV.
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Figura 5. Correlazione tra siti fragili @ microRNA. Cariotipo umano dove
sono mostrati 113 siti fragili e 186 microRNA. | RNA che sono co-

localizzati con i siti fragili sono in rosso. Lesfice rosse mostrano i siti fragili
osservati piu di frequente nei tumori umani. (Feguwa: _Calin, GA et al.

PNAS. 2004. 101:2999-30p4

Oltre all'associazione con i siti fragili, i geneddmicroRNA possono essere
coinvolti nel processo di tumorigenesi attraversieri aneccanismi, quali
mutazione puntiforme, delezione, amplificazion@slocazione o modificazioni
epigenetiche. Circa il 50% dei 186 miRNA analizzatino stati individuati
all'interno di regioni genomiche associate al canCAGRs), tra cui regioni
minime di perdita di eterozigosi (LOH), nelle quadino frequentemente ritrovati
geni oncosoppressori (TS), o regioni minime di afigplzione, dove sono spesso

localizzati oncogeni (OG). Da tale analisi risydercio evidente che i microRNA

24



possono comportarsi da oncogeni o geni oncosoppressorprendentemente, lo
stesso miRNA puo comportarsi da TS od OG a secdatéipo di alterazione,
tipo cellulare o regolazione trascrizionale/poastrizionale di geni target; infatti,
specifici miIRNA sono stati infatti ritrovati sia iregioni di delezione che di
amplificazione a seconda del tipo di tumore analiaz

Per quanto riguarda le modificazioni epigenetichquali alterata
metilazione/acetilazione del DNA, un’estensiva anagenomica delle sequenze
geniche che codificano per i miRNA ha evidenzidte circa il 50% dei loci sono
associati con isole CpG (37), facendo supporreuchaterato stato di metilazione
potrebbe essere responsabile della deregolazianériNA nei tumori (38).

Alla luce del meccanismo d’azione dei miRNA, la doderegolazione
potrebbe causare un ‘collasso post-trascrizionat@vero la misregolazione
contemporanea di molteplici TS ed OG che possiedenoenze complementari a
guella del miRNA in questione (39). L'effetto gldban caso di inattivazione di
un miRNA sara la sovraespressione dei suoi gegétamentre la sua attivazione
portera alla sottoespressione di centinaia di gensaglio. Qualora i geni target
dei miRNA deregolati siano coinvolti nella regolazé di importanti processi
biologici come apoptosi, ciclo cellulare, invasivibd angiogenesi, vi sara un
aumentato rischio di crescita incontrollata e diuppo dei tumori(Figura 6). In
aggiunta, essendo un singolo miRNA in grado di leagol’espressione genica di
centinaia di geni bersaglio, la sua alterata espree cellulare portera alla
deregolazione di numerosi pathway molecolari chdrepbero contribuire,
separatamente o sinergicamente, all’instaurarsindienotipo cellulare di natura

maligna.
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Figura 6. Meccanismi di deregolazione dei microRNA nei tumarumani.
(Figura da;_Calin, GA et al. PNAS. 2004. 101:29994.

In aggiunta, I'individuazione di differenti profilli espressione dei microRNA
nel tessuto neoplastico rispetto alla sua contteparmale conferma l'ipotesi di
un probabile coinvolgimento dei miRNA nello svilupge nella progressione
tumorale. Nello studio di Voliniat al (40), un’analisi di microarray di microRNA
su 540 campioni provenienti da diversi tipi tumorgholmone, mammella,
stomaco, prostata, colon e pancreas) ha conselniidividuare unaignaturedi
microRNA in grado di accomunare tra loro differentmori solidi. A conferma
della significativita di questo studio, la variazédi espressione dei miRNA della
signature risulta spesso univoca tra i1 vari tipi di cancsyggerendo un
meccanismo comune di coinvolgimento dei miRNA nali@origenesi umana. In
aggiunta, all'interno di questignaturesono stati ritrovati miRNA di cui era gia
nota I'associazione con altri tumori umani, tra BuR-17-5p, miR-20a, miR-21,
miR-92, miR-106a, e miR-155, ed i bersagli molegoldi questi miIRNA

risultano significativamente arricchiti di TS ed Otali dati suggeriscono il forte
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coinvolgimento dei microRNA nella patogenesi dentui solidi e supportano la
funzione dei miRNA come geni tumorali sia di natdoaminante che recessiva.

E’ stato inoltre dimostrato il ruolo dei microRNAmM solo nelle fasi iniziali di
sviluppo dei tumori primari, ma anche nelle fasi grogressione e
metastatizzazione della malattia. Infatti, numeroseidenze sperimentali
mostrano il coinvolgimento dei miRNA nella regolaze di processi biologici
che portano all’acquisizione del potenziale metasta tra cui l'adesione,
I'invasione, la migrazione, la transizione epitidimnesenchimale (EMT) e
I'angiogenesi (41, 42).

I microRNA possono quindi essere considerati a glitieffetti come dei veri
e propri oncogeni 0 geni oncosoppressori, ed atieiale € stato ampiamente

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

1.2.3 MicroRNA ed epatocarcinoma

Ad oggi numerosi studi riportano l'analisi dei phofdi espressione dei
microRNA nell’epatocarcinoma umano ed in modellersmentali di HCC (43-
49). Questi studi riportano I'espressione aberrahtspecifici microRNA nelle
cellule o nei tessuti di HCC se confrontati ad epiit 0 tessuti di natura non
maligna. Tra i microRNA sovraespressi nellHCC satati riportati il miR-21, i
miR-221/222 ed il miR-224, mentre tra i miRNA sepressi nel tumore vi sono
il miR-122, il miR-145, il miR-34a ed il miR-199da notare il fatto che,
nonostante l'eterogeneita del’lHCC legata ai nursiefattori di rischio, alcuni
mMiRNA aberrantemente espressi sono stati ritrodatipiu gruppi di ricerca,

avvalorando il loro ruolo bio-patologico ed il locoinvolgimento nel processo di
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epatocarcinogenesi, indipendentemente dai meccamistnasformazione degli
HCC analizzati.

Per quel che riguarda I'eziologia ed i fattori éichio dellHCC, numerosi
studi riportano la deregolazione di specifici miRMNAfegati cirrotici ed in fegati
affetti da epatiti virali. Nello studio di Jiangt al (50) & stata riportata
un’associazione tra gli aumentati livelli di esgiese di numerosi miRNA e la
co-presenza di cirrosi ed infezioni da virus d@idigte. In accordo con tali dati,
sono stati individuati miRNA differenzialmente esgsi in pazienti con HCC in
base al tipo di infezione virale sottostante, HBV HCV. Un’analisi
computazionale dei geni target dei miRNA assoailiithfezione virale ha inoltre
messo in evidenza l'attivazione di pathway relasild morte cellulare, al danno
al DNA, alla ricombinazione in fegati infetti da MBe, viceversa, all’attivazione
di pathway connessi alla risposta immunitaria,iebccellulare, alla proteolisi ed
al metabolismo lipidico in fegati infetti da HCV1p

Relativamente al coinvolgimento dei miRNA nei dsierstadi della
progressione tumorale dellHCC, Murakanet al (43) ha mostrato una
correlazione tra i miR-222, miR-106a, miR-92, miR8p, miR-20 e miR-18 ed
il grado di differenziamento degli HCC, suggerengdo coinvolgimento di un
ristretto numero di miRNA nella progressione degdtologia. In accordo con
questo dato, Budhet al (47) ha riportato unaignaturedi 20 miRNA in grado di
distinguere i tessuti di HCC primario con metastasnose dai tumori solitari
privi di metastasi. In aggiunta, un’analisi pregdt ha rivelato che la maggior
parte dei 20 miRNA di questgnaturesono associati con la sopravvivenza dei
pazienti. Tali 20 miRNA potrebbero quindi rappresea un semplice metodo di

profiling diagnostico/prognostico in grado di idéicare pazienti con HCC che
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probabilmente svilupperanno metastasi e/o reciépatica. Un altro studio ha
riportato differenti profili di espressione tra patocarcinoma ed |l
colangiocarinoma, un tumore epatico delle vie hjlialato che sottolinea
'importanza dei miRNA come nuovi marcatori moleamle come utili strumenti
per definire il fenotipo clinico di un tumore egatiprimario (52).

Allo scopo di caratterizzare il ruolo biologicountionale dei singoli miRNA
nel processo di epatocarcinogenesi sono stati iotheht alcuni dei pathway
molecolari modulati da singoli miRNA deregolati ItfeCC. Uno dei miRNA
maggiormente caratterizzato nellHCC é il microREpatospecifico, miR-122, il
quale rappresenta il 70% di tutti i miRNA espreassi fegato ed e sottoespresso
nella maggior parte degli HCC sia umani che murlra. sua deregolazione
provoca importanti conseguenze su varie funzioatiepe, infatti tra i suoi target
molecolari sono inclusi numerosi geni relativi @ahdtipo degli epatociti adulti, al
metabolismo lipidico (53) ed alla sintesi del ctédeslo (54); tali dati fanno
ipotizzare una correlazione tra la diminuita esgimse del miR-122 nellHCC e
la perdita del differenziamento epatico delle deltwmorali. In aggiunta, Jopling
et al (55) hanno dimostrato che il miR-122 é in graddedgjarsi alla regione
5'UTR dell’lRNA del virus del’lHCV, regione consertzin tutti e sei i genotipi
virali, suggerendo che il miR-122 & un element@esisle per la replicazione del
virus negli epatociti. E’ stato infatti dimostratbe l'inattivazione funzionale del
miR-122 porta all'80% di riduzione della replicazevirale; facendo ipotizzare
che la perdita del miR-122 nellHCC potrebbe aurasntla resistenza delle
cellule cancerose alla replicazione dellHCV.

Un secondo miRNA che sembra giocare un ruolo chiaeprocesso di

epatocarcinogenesi € il miR-21; analisi di micragrdimostrano infatti che tale
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MiRNA €& spesso sovraespresso nei tumori e nelee licellulari di HCC. Lo
studio di Menget al (44) ha individuato il gene oncosoppressore PTENI t
bersagli molecolari del miR-21. Analisi vitro, mostrano come la sua inibizione
sia associata ad un’aumentata espressione di PTNrte ad una diminuita
proliferazione ed invasione delle cellule tumorhlinibizione del miR-21 induce
inoltre un’alterata espressione delle metallo-pnaig 2 e 9, entrambi mediatori a
valle di PTEN con un noto ruolo nei processi di ramone ed invasione
cellulare. Tali dati suggeriscono che l'aberranspressione del miR-21 possa
contribuire alla crescita ed alla diffusione delC@ attraverso la modulazione
dell'espressione di PTEN e dei pathway PTEN-dipatideoinvolti nella
modulazione delle caratteristiche fenotipiche detlellule cancerose, quali
proliferazione, migrazione ed invasione.

Un altro miRNA coinvolto nella progressione e ddiflone tumorale dellHCC
e il miR-34a, un bersaglio trascrizionale di p5& cisulta deleto in numerosi tipi
di tumore umano. Oltre a bersagli molecolari coltivoella progressione del
ciclo cellulare, il miR-34a regola l'espressionell’dacoproteina c-Met, un
recettore con attivita di tirosina cinasi attivatal legame del fattore di crescita
epatico (HGF) in grado di indurre la fosforilaziotiemolecole responsabili della
traduzione del segnale, quali ERK1/2, e che rappteso fattori chiave nella
regolazione dell'invasione e della migrazione tuat@r Lo studio di Liet al (42)
ha riportato una significativa diminuzione dell’esgsione del miR-34a nella
maggior parte dei tessuti di HCC rispetto all’adiate fegato sano ed una
correlazione inversa tra il miR-34a ed i livelli éspressione del’'oncoproteina c-
Met. In aggiunta, bassi livelli di miR-34a corretarpositivamente con la

mestatizzazione e l'invasione vascolare del tunsostudiin vitro mostrano una
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diminuita capacita migratoria ed invasiva delleludel tumorali in seguito
all’espressione ectopica del miR-34a, in maniekéet-dipendente. Da notare che
un secondo mMiRNA diminuito nella maggior parte detfLC (50), miR-199a-3p,
e in grado di regolare I'espressione dell’'oncogeidet (56); tale dato suggerisce
che pit miRNA deregolati in un tumore possono marilsinergicamente il
medesimo gene bersaglio, portando ad una fortaaalbme del pathway
molecolare a valle del gene target e favorendordcgsso di progressione
tumorale.

Presi insieme, tutti questi studi dimostrano illauchiave dei microRNA nei
diversi stadi di iniziazione e progressione deliEgarcinoma e pongono le basi
per lo sviluppo di nuovi trattamenti terapeuticir jgHCC. A tale scopo, la
ricostituzione di miRNA sottoespressi od il silearnento di miRNA sovraspressi
nelle cellule cancerose rappresenta un promettentderapeutico per la terapia
genica del cancro, ed offre la possibilita di madelil fenotipo tumorale maligno
regolando contemporaneamente piu di un gene tafgtdl proposito, il fegato
risulta estremamente ricettivo nell'assorbimentmldjonucleotidi somministrati
periferalmente, e rappresenta percid un organolddpear la terapia genica.
Inoltre, efficienti vie per la somministrazione ettiva di farmaci direttamente
all'interno dell’arteria che alimenta il nodulo tonale sono state sviluppate e
routinariamente utilizzate nella pratica clinicapnsentendo una maggiore

efficacia e minore tossicita sistemica dei trattatn€omministrati.
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1.2.4 MicroRNA e clinica: diagnosi, prognosi e nuavrattamenti

Le evidenze sperimentali raccolte sino ad oggi dimamo che i microRNA
possono rappresentare dei validi marcatori diagnostprognostici nei tumori
umani. L'espressione aberrante dei miRNA nei ddfifer tipi di tumore e stata
infatti correlata a specifiche caratteristiche paiologiche, all’esito della malattia
ed alla risposta a trattamenti farmacologici.

. Ruolo diagnostico dei microRNA

L’analisi dei profili di espressione dei miRNA innuelevato numero di
campioni tumorali ha recentemente mostrato il potda diagnostico delle firme
molecolari dei microRNA nell'individuazione di unetérminato fenotipo
tumorale (40, 57). Nello studio di Fulet al (58) sono stati ad esempio analizzati
campioni provenienti da pazienti con leucemia acethin essi sono stati
individuati distinti pattern di espressione dei MR corrispondenti a differenti
meccanismi di trasformazione tumorale. In questalistl'utilizzo dei profili di
espressione dei miRNA é risultato percido un ottistaumento per stabilire la
corretta diagnosi di pazienti con tumori poco ddfeziati ed altrimenti non
diagnosticabili dalla sola analisi isto-patologica.

. Ruolo prognostico dei microRNA

L'utilita dei profili di espressione dei miRNA €& alomento evidente per la
prognosi di alcuni tipi di neoplasia; ad esempitiankeucemia linfatica cronica
(CLL) e nel tumore del polmone specificegnaturedi espressione sono state
associate ad una prognosi di tipo favorevole omstarole (58-60). Nello studio
condotto da Takamizawet al (61) e stato dimostrato che 143 casi di tumore del

polmone possono essere classificati in due gramdppy in base alla sola
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espressione del microRNA let-7, ed in aggiuntaaéasbsservata una correlazione
tra bassi livelli di let-7 ed una significativa dimzione del tempo di
sopravvivenza dei pazienti. Sorprendentementeyellilidi espressione di let-7
sono risultati un piu potente fattore di predizioispetto all’eta, all'istologia del
tumore ed al fumo. Una possibile spiegazione mddeeca questa correlazione
proviene dallo studio di Johnsoet al (62) nel quale €& stata riportata la
correlazione tra let-7 e l'oncogene RAS, un notoraa@re prognostico di
pazienti con tumore al polmone. Un'ulteriore prawvasostegno del ruolo pro-
oncogenico di let-7 nel cancro del polmone providaestudi funzionalin vitro,
nei quali la ri-espressione di let-7 in linee cldiuha portato all'inibizione di
pathway coinvolti nella proliferazione cellulare3j6

. Ruolo dei microRNA nella resistenza a trattameantinfacoloqici

Uno dei piu importanti fattori che influisce sufpaobabilita di sopravvivenza
di pazienti con neoplasia € la resistenza ai tratdi terapeutici ed a questo
riguardo lo sviluppo di approcci farmacolgici effa € uno step necessario per la
terapia dei differenti tipi di cancro.

In base alla loro tossicita specifica contro ldutel maligne, diverse forme
ricombinanti di TRAIL risultano tra i piu promettéragenti anti-tumorali basati
sull'induzione di apoptosi di cellule cancerose.nNstante questo, molte cellule
tumorali umane risultano resistenti all’apoptogilatta dal TRAIL ed inoltre |l
meccanismo di tale resistenza e ad oggi ancoraguaco. Lo studio condotto da
Garofanocet al (64) ha dimostrato che i miR-221/222, attraveestefolazione dei
due target molecolari PTEN e TIMP3, inducono lastesza al trattamento con
TRAIL ricombinante ed aumentano la migrazione datkl in seguito

all'attivazione del pathway di AKT e delle metaleggidasi. Tali microRNA
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risultano sovraespressi in numerosi tipi di cartcaocui I'epatocarcinoma ed |l
tumore del polmone (NSCLC) se confrontati con peisivi tessuti sani. Tale
studio dimostra che l'alta espressione dei miR-222/¢é indice di resistenza al
trattamento con TRAIL in questi due tipi di tumore,conferma precedenti
evidenze sperimentali nelle quali veniva ipotizzigasociazione tra un numero
ristretto di microRNA e la sensibilita delle ceutumorali alla morte cellulare
farmaco-indotta. In particolare, la stratificazicmenorale sulla base dei livelli di
espressione di miR-221/222 potrebbe essere unmetito prognostico utile per
predire la resistenza o la sensibilitd al trattaimeron TRAIL. In aggiunta,

I'utilizzo di microRNA come innovativo trattamenterapeutico, potrebbe non
solo sensibilizzare le cellule tumorali all’apoptésrmaco-indotta (64, 65), ma
anche inibirne la sopravvivenza, la proliferaziera capacita invasiva.

E’ stato inoltre dimostrato che alcuni microRNA poso modulare la
sensibilita alla radioterapia, come di recente rtgto da Slacket al (66) nel
cancro del polmone; la ri-espressione di let-7fattinin grado di sopprimere la
resistenza alla radioterapia, probabilmente attsavka regolazione dell’oncogene
RAS. Tali dati offrono le basi sperimentali perdtudei microRNA come nuovi
target terapeutici in associazione con i tradiZidnattamenti anti-tumorali.

. Ruolo dei microRNA come target terapeutici

Considerata I'importanza dei microRNA nello svileppprogressione e
trattamento del cancro, il loro potenziale utilizeella terapia tumorale € al
momento attuale oggetto di studio di numerosi gruppricerca. Lo scopo é
quello di modularne I'espressione introducendo miRddttoespressi nel cancro o
inibendo I'espressione di oncomiR tramite molecalgagoniste. Il razionale

teorico per il loro utilizzo si basa sul fatto dh@iRNA sono molecole endogene
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con azione di antisenso in grado di regolare l'esgipne di numerosi geni
coinvolti nella sopravvivenza, proliferazione e felienziamento delle cellule
eucariote.

Lo sviluppo di molecole simili ai microRNA ma comai piu elevata emivita
ed aumentatat efficacia vivo, quali oligonucleotidi modificati utilizzando acid
nucleici con struttura ad anello (LNA) (67), oligarteotidi anti-miR (AMO) (68)
e ‘antagomirs’ coniugati a molecole di colester@d), € stato il primo passo
nella traslazione dei progressi scientifici delfimlo decennio all'interno della
pratica clinica. Attualmente i due principali osihcall'utilizzo di queste
molecole in clinica sono rappresentati dallo swopdi modelli animali
ingegnerizzati che consentano di studiare apprai@meénte i microRNA cancro-
associati ed il miglioramento dell’efficienza dellaomministrazione di
oligoncleotidi in vivo. Per migliorare il delivery dei miRNAn vivo, i metodi
testati negli studi pre-clinici per gli ‘short-imfering RNA’ (siRNA) o ‘short
heteroduplex RNA’ (shRNA) (69) potrebbero essergliagati anche ai miRNA,
con il vantaggio che questi ultimi sono in gradorejolare bersagli multipli in
una sola volta, modulando un intero network di roolle. Alla luce del complesso
scenario di regolazione in cui sono coinvolti i mRNA, sara tuttavia necessario
un ulteriore sforzo al fine di elucidare e carattaare il potenziale oncogenico od
oncosoppressore di ciascun miRNA.

Dati ad oggi disponibili chiaramente supportanorulolo dei miRNA
nell’eziologia del cancro e suggeriscono un pobsiionpiego di queste molecole
come marcatori diagnostici e prognostici e nuokgefo strumenti terapeutici. Il

passaggio dal bancone di laboratorio allimpiegoi deicroRNA nelle
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applicazioni cliniche potrebbe quindi rappresentkesfida futura in ambito

scientifico.
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1.3 SCOPO DELLA RICERCA DI TESI

Il carcinoma epatocellulare (HCC) e il piu frequentimore maligno del
fegato e rappresenta il sesto tipo di tumore pitnwoze nel mondo. Spesso i
pazienti con HCC vengono diagnosticati a staditpsid avanzati, quando le
uniche opzioni terapeutiche in grado di miglioradlaesopravvivenza sono la
chemoembolizzazione dell’arteria epatica ed iltéwraento con linibitore multi-
cinasico, Sorafenib. In questo contesto, la scapei¢l ruolo centrale dei
microRNA (miRNA) nella tumorigenesi umana risultai dondamentale
importanza per lo sviluppo di nuovi marcatori diagfici e bersagli terapeutici.

I microRNA (miRNA) sono delle piccole molecole dNR non codificante,
della lunghezza di 19-22 nucleotidi, filogeneticamee molto conservati, ed
esercitano un ruolo cruciale nella regolazionengjpartanti processi fisiologici,
quali sviluppo, proliferazione, differenziamentgogtosi e risposta a numerosi
segnali extracellulari e di stress. | miRNA sonolire responsabile della fine
regolazione dell’espressione di centinaia di gegnséglio attraverso il blocco
della traduzione o la degradazione dellmRNA targdtudi di profiling hanno
evidenziato I'espressione aberrante di specifi@NA in numerosi tipi di tumore
umano.

Lo scopo del presente lavoro e stato quello dividdare un pannello di
mMIiRNA deregolati nellepatocarcinoma umano e diatarizzare il ruolo
biologico di tre miRNA deregolati nel’HCC, al findi individuare alcuni dei
meccanismi molecolari alla base della trasformazioraligna miRNA-associata.
La nostra ricerca e stata inoltre focalizzata imallviduazione di nuovi bersagli e
strumenti terapeutici, quali i microRNA, per il ti@mento combinato di HCC in

stadio intermedio-avanzato.
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CAPITOLO 2

MATERIALI E METODI
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2.1 Raccolta di campioni di pazienti con epatocansbma

| campioni biologici utilizzati in questo studiogengono da pazienti sottoposti a
resezione epatica per carcinoma epatocellularertmssu fegato cirrotico. |
campioni tissutali sono stati raccolti immediatateedopo la resezione epatica
effettuata presso il reparto di Chirurgia Generaldrapianti del Policlinico
Sant’Orsola di Bologna. | campioni sono stati taigli inseriti all’interno di
cryovials, immediatamente congelati in azoto liquédconservati a —80°.

| criteri di esclusione di pazienti dallo studionsostati i seguenti: 1)
precedente storia di trattamento locale o sisteq@dHCC 2) presenza di tessuto

non cirrotico circostante il nodulo di HCC.

2.2 Microarray di microRNA

+ Marcatura degli RNA con biotina

Procedura:

Aggiungere fig di RNA totale ad una miscela di reazione contemdmug di
primer oligonucleotidico marcato con'{®)8-(A)12-biotin-(A)12-biotin-3], in
un volume finale di 12il.

Incubare la miscela per 10’ a 70°C e raffreddamghiaccio.

Mantenendo la miscela in ghiaccio, aggiungergl 4i 5X First-Strand Buffer
(250 mM Tris-HCL pH 8.3, 375 mM Cloruro di Potasdé® mM Cloruro di
Magnesio, 50 mM DTT), 2l di DTT (0.1 M), 1ul di dNTP mix (10 mM) e 1l
di SuperScript Il RNaseHeverse transcriptase (200 Units/Invitrogen) in un
volume finale di 2Qul.

Incubare la miscela di reazione per 90’ in un b#gna 37°C, per consentire la
sintesi del primo filamento di cDNA.

Dopo l'incubazione, aggiungere 346di NaOH (0.5 M)/EDTA (50 mM) ai 2@l

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

Aggiungere 5ul di Tris-HCI (pH 7.6, 1 M) per neutralizzare la soela di
reazione.

| campioni di RNA (target) cosi marcati sono stednservati a -80°C fino

all'ibridazione su chip.

e lbridazione su array

Microarray chip: il microarray di miRNA utilizzato per I'analisi dprofiling
contiene 381 sonde spottate in triplicato, corngfemti alle sequenze di 238
microRNA maturi e 143 precursori di microRNA umahutte le sonde presenti
sul microchip sono oligonucleotidi di 40-mer spbttdamite tecnologie di

contatto e legati covalentemente ad una matridenpaica.

Procedura:

Ibridizzare i target marcati su microarray in 6XPES(0.9 M Cloruro di Sodio/60
mM Fosfato di Sodio/8 mM EDTA, pH 7.4)/30% Formama 25°C per 18 h.
Fare un lavaggio in 0.75X TNT (Tris-HCI/Cloruro$ibdio/Tween 20) a 37°C per
40'.

Processare i chip usando una rivelazione direttaragcritti marcati con biotina
tramite la formazione di un coniugato con StreptanviAlexa647.

| vetrini sono stati processati tramite GenePix@®8canner (Axon Instruments).

Le immagini sono state quantificate tramite GendRx6.0 (Axon Instruments).

e Analisi dei dati di microarray

| dati grezzi provenienti dai microarray di microRNlettura ad un colore, sono
stati normalizzati ed analizzati attraverso il a@fte GeneSpring® GX versione
7.3 (Agilent Technologies). Il software GeneSpriopgnera un unico valore per

ogni MiRNA, eseguendo la media dei replicati dsliede presenti sul chip. |
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campioni sono stati normalizzati utilizzando la malizzazione mediana. Ogni
campione proveniente da tessuto tumorale é statoatiazato sul campione di
fegato cirrotico proveniente dallo stesso paziegigando disponibile, oppure
sulla media dei campioni di cirrosi. MicroRNA difenzialmente espressi sono
stati individuati utilizzando un filtro basato su dn ‘fold change’ di 1.3
combinato con un’ANOVA (Analysis of Variance) péconfronto di campioni di
HCC contro i campioni di CE (p<0.05), con una coiwae Benjamini and
Hochberg per la riduzione dei falsi positivi. Laté dei miRNA differenzialmente
espressi € stata testata per il suo valore pnedliton i seguenti algoritmi:
Prediction Analysis of Microarrays (PAM) (70) e $apt Vector Machine (SVM)
(71). L'analisi di ‘unsupervised hierarchical cliste stata eseguita dopo il
centramento mediano su ogni chip utilizzando asgome mediana e
correlazione Standard come misure di similarit&adjgruppamento controllato e
stato eseguito dopo la normalizzazione sulla med@& geni per sottolineare

differenze tra i campioni.

2.3 Northern blot

* Corsa elettroforetica e trasferimento su nitrodedia

Materiali:

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

Criterion Blotter (Biorad)

Hybond N+ membrane (Amersham)
Di-ethyl-pyro-carbonate (DEPC) (Sigma)

SDS (Biorad)

TBE-Urea Sample Buffer (Biorad)
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Tracklt 25bp DNA ladder (Invitrogen)
Tracklt 10bp DNA ladder (Invitrogen)

TBE 10X (1 1)

Tris base 1098
Acido Borico 55.0¢
EDTAO05M 40 ml

Autoclavare la soluzione per 30" a 121°C.
Diluire il TBE 10X in H20O DEPC per ottenere TBE 1X.

H20 DEPC (1 1)
Aggiungere 1 ml di di-ethyl-pyro-carbonate ad 1ilH2O milliQ.

Miscelare per inversione ed incubare overnightgperatura ambiente (RT).
Autoclavare la soluzione per 30" a 121°C.

Procedura:

Prelevare un volume di RNA pari a 1§ per ciascun campione e portare ad un
volume di 15ul con H20 DEPC.

Aggiungere un ugual volume di 2X Sample Buffer.

Denaturare a 70°C per 10'.

Posizionare il gel precast nell’apparato per el&ttesi e riempire la vaschetta col
Buffer di corsa, TBE 1X.

Caricare i campioni ed i marker di peso molecolailezzando puntali a capillare.
Correre il gel a 120V per 90'.

Rimuovere il gel dal supporto immergendolo in TBE 1

Colorare il gel con Etidio-Bromuro (Et-Br) per 3@ agitazione e fotografarlo al
Fluor-S (Biorad).

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

Equilibrare anche la membrana in TBE 1X.

Montare I'apparato di trasferimento ed effettudrblotting in TBE 1X freddo a
20V, overnight a 4°C.

Mettere la membrana per 30’ in stufa a 80°C pesstmkare 'RNA alla

membrana.
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* Pre-ibridazione della membrana

Materiali:

SDS (Biorad)
Dextran Sulphate (Sigma)

SSPE 20X (1L)

NaH2PO4 (0.1M) 27.6 g
NaCl (1.8 M) 175.3 g
EDTA (0.01 M) 9.4 g

Aggiungere 800 ml di H20 DEPC e sciogliere in agjdae.
Portare a pH 7.4 con HaOH.

Autoclavare la soluzione per 30" a 121°C.

SDS 20% (200 ml)
SDS 40.0¢g
Aggiungere 150 ml di H20 DEPC e sciogliere a 5Qi@gitazione.

Portare a volume.

Soluzione di ibridazione (500 ml)
NaH2PO4 (0.2 M) 2769
SDS (7%) 175.0 ml di SDS 20%
Aggiungere 400 ml di H20 DEPC e sciogliere in azjdae.

Portare a pH 7.0 e portare a volume con H20 DEPC.
NB: filtrare la soluzione con filtro da 0.2&n prima dell’'uso.

Procedura:

Bagnare la membrana con SSPE 2X in una vaschetta.
Per la pre-ibridazione, trasferire la membranaanaibluzione di ibridazione

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

Materiali:

P32-gamma-ATP (Amersham)

G25 Quick spin columns (Roche)

Kit: End labelling kit with polinucleotide kinase (PNK3oche)

La sequenza delle sonde oligonucleotidiche a DNipartata in Tabella 1.

Tabella 1 Sequenza delle sonde oligonucleotodiche.

Nome sonda Sequenza
MiR-221 5-GAAACCCAGCAGACAATGTAGCT-3’
MiR-122 5-ACAAACACCATTGTCACACTCCA-3’
Let-7a-1 5-AACTATACAACCTACTACCTCA-3’
UGRNA 5-GCAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG-3
Procedura:

Lavorare in una stanza adibita ad utilizzo di materradioattivo ed utilizzare le
schermature in plexiglass.
Preparare la mix per la marcatura utilizzando Eduelling kit with polinucleotide

kinase (PNK) e procedere secondo il seguente schema

Oligonucleotide (50ngd) 4l
PNK Buffer 10X 4ul
PNK (10UAl) 12
Gamma ATP & (10 uCi/pl) 1Qu
H20 DEPC 20yl
TOT 40ul

Incubare per 1h a 8C.

Bloccare la reazione in ghiaccio.

Prendere la colonna dal contenitore (4°C) ed ima&rb-6 volte per risospendere
la matrice.

Rimuovere il cappuccio superiore e poi la puntariofe. Lasciar scendere il

buffer per gravita e scartarlo.
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Posizionare la colonna sul tubo e centrifugare 21@0 g dentro una provetta da
15 ml.

Mantenere la colonna in posizione verticale, posiare il DNA marcato (sonda)
al centro della colonna.

Posizionare la colonna su di un nuovo tubo.

Centrifugare 4’ a 1100 g per eluire il campioneteaente la sonda marcata.
Scartare la colonna nel contenitore del radioattivo

+ |bridazione della sonda su membrana e rilevazie@hsebnale radioattivo

Procedura:

Aggiungere alla sonda purificata 1 ml di soluziahébridazione e denaturare in
H20O bollente per 2'.

Aggiungere la sonda denaturata a 20 ml di soluzibiigridazione filtrata.
Rimuovere la soluzione di pre-ibridazione dalla roesna.

Coprire la membrana con la soluzione di ibridazieneui & stata aggiunta la
sonda.

Incubare overnight in un bagnetto termostatato®@ 42 leggera agitazione.
Svuotare la soluzione di ibridazione contenentesdéada radioattiva in una
provetta da 50 ml e conservarla a —20°C.

Posizionare la membrana in una vaschetta piu capeefiare 2 lavaggi con 300
ml di soluzione di lavaggio (2X SSPE + 0.1% SDS)3@& a 37°C.

Posizionare la membrana su di un contenitore afgpesfar impressionare una
lastra fotografica (Kodak). Posizionare la casset#80°C per 20'.

Sviluppare la lastra in camera oscura utilizzantiquidi di sviluppo Developer
1X e Fixer 1X (Kodak).

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

quantificare I'intensita delle bande tramite iltsadre Quantity-one (Biorad).

e Stripping
Posizionare la membrana all’interno di una vasehatt aggiungere una soluzione

bollente di 0.1% SDS in H20 DEPC per 10'.
Fare un lavaggio in SSPE 2X e re-incubare la menabcan una nuova sonda.
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2.4 Colture cellulari

Materiali:

Tutte le linee cellulari utilizzate in questo lagadi tesi sono linee derivate da
carcinoma epatocellulare e sono state acquistass@rla American Type
Culture Collection (ATCC).

Linee cellulari

HepG2 (ATCC, HB-8065)

Hep3B (ATCC, HB-8064)

SNU398 (ATCC, CRL-2233)
SNU449 (ATCC, CRL-2234)
SNU182 (ATCC, CRL-2235)
SNU475 (ATCC Number CRL-2236)

Huh-7 (Provenienti dal Laboratorio del Prof. Albekniversita di Padova)

Terreni di coltura
* RPMI-1640 (ATCC): SNU398, SNU449, SNU182, SNU475hH
e Minimum Essential Medium (Eagle) (ATCC): HepG2, B&p

Fetal bovine serum (FBS) (ATCC)

PBS (1X) (ATCC)

Tripsina (ATCC)
Penicillina-Streptomicina (100X) (ATCC)
L-Glutamina (100X) (ATCC)

Fiasche colturali (Corning)

Doxorubicina (Pfizer)

Deferoxamina (Sigma)

Rapamicina (Sigma)

Polyhema (Sigma)
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Procedure:

Le cellule sono state coltivate ed espanse a 3n°&mosfera al 5% di CO2 in
terreno contenente 10% FBS, L-Glutamina 2mM edaotici 1X.

| diversi trattamenti farmacologici sono stati ¢ffiati a 37°C in atmosfera al 5%
di CO2 su cellule in fase di crescita esponenziale.

Quando € previsto pre-trattamento con:

» Doxorubicina, usare il composto alla concentrazidiria5-5ug/ml per 24h

» Deferoxamina, usare il composto alle concentrazio@60uM per 24h

* Rapamicina, usare il composto alle concentraziohDchg/ml per 24-48h.

* Tripsinizzazione

Eliminare il terreno di crescita da ciascuna fiasca

Fare un lavaggio delle cellule con 3 ml di PBS.

Aggiungere 3 ml di tripsina.

Incubare le cellule per 5’ a 37°C e 5% £0

Aggiungere 3 ml di terreno di coltura per disatte/a tripsina.

Raccogliere le cellule in provette da 15 ml.

Centrifugare per 5’ a 1200 rpm.

Scartare il sovranatante.

Risospendere il pellet cellulare in 5 ml di terreno

Aggiungere in nuova fiasca di coltura 1 ml dellasensione cellulare e 9 ml di

terreno di coltura (diluizione 1:5).

» Pellet cellulari
Centrifugare le cellule tripsinizzate per 5’ a 1206 a 4°C.
Eliminare il sovranatante.
Risospendere le cellule in 1 ml di PBS e trasfennerovette da 1.5 ml.
Centrifugare a 7500 rpm per 2’ a 4°C. EliminargaVranatante.

Congelare il pellet cellulare in azoto liquido enservare a -80°C.

a7



2.5 Trasfezione cellulare

Materiali:

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

OPTI-MEM | Reduced Serum Medium (GIBCO)

Piastre per colture cellulari da 6 e 24 pozzettir(hg)

Pre-miR miRNA precursor, 5 nmol (Ambion)

Anti-miR miRNA inhibitor, 5 nmol (Ambion)

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

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

Small interfering RNA (siRNA) (vedi Tabella 2)

Vettori plasmidici: pGL3, pRL-TK (Promega), pp53TATA (Clonotech),

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

Tutti gli oligonucleotidi a RNA utilizzati per laosra-espressione (pre-miR) o per
il silenziamento (anti-miR) dei microRNA ed i loomntrolli negativi sono stati
utilizzati ad una concentrazione finale di 100 nM.

La sequenza e la concentrazione finale dei siRNWgzz4ti per il silenziamento
dei singoli geni sono riportate nella Tabella 2.

La trasfezione dei vettori plasmidici e stata egagn piastre da 24 pozzetti per
la successiva esecuzione del saggio di lucifeResiagrafo 2.14). | vettori pGL3,
pGL3-3'UTR, pp53TA e pTA sono stati utilizzati adaiconcentrazione finale di

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

Gene SIRNA Sequenza (5’->3’) Conc.| Produttore
(nM)

Cyclin G1 G1/238 TGGCCTCAGAATGACTGCAAGACTA 40 Invbgen
Cyclin G1 G1/832 GCAAGAGCTTGTATCCAAATGTTTA 40 Invibgen
PPP2R5B PPP2R5B-1 CGTCAGGAGTTATGGCAAGGTCTGG 10 IDT
Bmf Bmf-1 GGAAATAGGAGGAGTCTAGAGTAGA 20 IDT
Puma Puma CACCATGTAGCATACTGGATT 20 Sigma
mTOR mTOR ACCATGAACCATGTCCTAAGCTGTG 20 IDT
c-Met c-Met GCCCAACTACAGAAATGGTTT 20 Sigma
Procedura:

Ventiquattro ore prima della trasfezione piastrégelinee cellulari ad una
confluenza del 50% in terreno senza antibioti@iastre da 24 o 6 pozzetti.

* Preparazione dei complessi con Lipofectamine 2000

Aggiungere 5Qul (piastra da 24 pozzetti) o 250 (piastra da 6 pozzetti) di OPTI-
MEM in due provette separate.

Aggiungere nella prima provetta un volume di oligoeotidi (o vettore
plasmidico, piastra da 24 pozzetti) al fine di o0& le concentrazioni finali sopra
indicate.

Aggiungere 1ul (piastra da 24 pozzetti) o bl (piastra da 6 pozzetti) di
Lipofectamine 2000 nella seconda provetta, miseetar inversione (4-6 volte)
ed incubare a RT per 5'.

Centrifugare brevemente entrambe le provette (4000per 5”).

Prelevare i 5Qul o 250 ul di OPTI-MEM contenenti la Lipofectamine 2000 ed
aggiungerli alla provetta contenente gli oligonotig (o vettori plasmidici).
Miscelare per inversione ed incubare la provefd er 20'.

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

da ciascun pozzetto contenente le cellule da ttase
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Centrifugare brevemente la provette ed aggiunggyecia a goccia, i complessi
oligonucleotide-Lipofectamine al pozzetto.

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

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

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

2.6 Preparazione di estratti proteici da linee celilari e tessuti

Buffer di lisi

Tris-HCI (pH 7.6) 0.01 M
NaCl 0.1 M
EDTA (pH 8.0) 0.01 M
Triton X-100 0.1%
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
Orto-fosfo-vanadato 1 mM
Mix inibitori (Roche) 1X

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

immediatamente prima dell’'uso.

Procedura:
* Linee cellulari

Aggiungere a ciasun pellet cellulare, mantenutghraccio secco per evitare lo
scongelamento, 28 di Buffer di lisi freddo, risospendere i pelledrtexando per
10” e lasciare in ghiaccio per 30'.

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

Prelevare il sovranatante e trasferirlo in una auymovetta.

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

Conservare i campioni a —20°C.
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e Tessuti

Posizionare il pezzo chirurgico su di una piase#ifli vetro appoggiata su di un
blocco di ghiaccio secco.

Polverizzare il tessuto con un bisturi fino a riém@pnezza provetta da 1.5 ml.
Aggiungere al tessuto ploverizzato1@0di Buffer di lisi e procedere come sopra
descritto.

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

Materiali:

DC Protein Assay (Biorad)
BSA (Sigma)
Cuvette di plastica

Procedura:

Risospendere 1.5 mg di BSA in 1 ml di acqua biHthsa sterile (BDW) e fare le
seguenti diluizioni in BDW (2@!l):

- 1,5 mg/mi

- 0,75 mg/ml

- 0,15 mg/ml

Queste diluizioni rappresentano gli standard pcoteconcentrazione nota.
Diluire ciascun campione 1:10 in BDW, volume finaleul.

Preparare per ciascun campione 10di soluzione A+S: 98 Buffer A + 2l
Buffer S.

Addizionare 10Qul della soluzione A+S ad ogni standard e campione.
Vortexare per 10”.

Aggiungere 80Qul di Soluzione B.

Miscelare per inversione ed incubare a RT per 15'.

Leggere I'assorbanza a 500 nm.
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2.8 Western blot

Materiali:

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

2-mercapto-etanolo (Biorad)
TEMED (Biorad)

Ammonium Persulfate (APS) (Biorad)

Bromofenolblu (Biorad)

Hybond ECL-Nitrocellulosa (Amersham)

Rosso Ponceau (Sigma)
Latte in polvere (Nestle)
Hyperfilm ECL (Amersham)

Developer Solution (5X) (Kodak)

Fixing Solution (5X) (Kodak)

ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amerst)a

Anticorpi (vedi Tabella 3)

Tabella 3. Anticorpi primari e diluizioni utilizzat e.

Tipo Dilizione Ab Dilizione Ab Produttore
primario secondario

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

52



RESOLVING GEL

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

Tabella 4. Resolving gel a diversa percentuale di Acrilamide.

% Acrilamide 8% 10% 12% 14%
Componente
H20 (ml) 3.22 2.82 2.35 1.88
30% Acrilamide/Bis (ml) 1.87 2.33 2.80 3.27
Tris-HCI, pH 8.8, 1.5 M (ml) 1.75 1.75 1.75 1.75
SDS 10% () 70 70 70 70
TEMED (ul) 35 35 35 35
APS 10% (i) 35 35 35 35
STACKING GEL
Per un volume finale di 5 ml:
H20 3.0ml
Acrilammide:Bisacrilammide 665l
Tris-HCI, pH 6.8, 0.5M 1.25 ml
SDS 10% 50
TEMED 5.0
APS 10% 100
RUNNING BUFFER 1X
TRIZMA-Base 3.0¢9
Glicina 15.0¢9
SDS 10% 10 ml
Portare ad 1 L con BDW.
TRANSFER BUFFER 1X
TRIZMA-Base 3.09
Glicina 1509
Metanolo 20%

Portare ad 1 L con BDW.
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LAEMMLI BUFFER 2X

Tris-HCI 0.1 M
SDS 4.0%
Bromofenolblu 0.2%
Glicerolo 20%
2-mercapto-etanolo 5.0%

Portare a pH 6.8 con HCI 1 M e portare a volumenil)dcon BDW.

Fare aliquote monouso da 10i0e conservare a —20°C.

TBS
Tris-HCI (0.5 M) 7.88¢
NaCl (1.5 M) 8.77¢
Portare a pH 7.5 con NaOH 1 M e portare ad 1 LRIOWV.

Procedura:

Prelevare un volume di estratto proteico pari @ad0

Aggiungere un ugual volume di Laemmli buffer 2X.

Bollire i campioni per 10'.

Caricare i campioni ed il marker di pesi molecolsuil gel di poliacrilammide
utilizzando puntali a capillare.

Effettuare la corsa elettroforetica in Running Buff X a 15 mA per 3h a RT.
Equilibrare il gel per 1’ in Transfer Buffer 1X.

Lavare la membrana di nitrocellulosa per 5 in BDAY equilibrarla per 1’ in
Transfer Buffer 1X.

Montare I'apparato di trasferimento ed effettudreasferimento su membrana in
Transfer Buffer 1X a 250 mA per 2.5h a 4°C.

Smontare I'apparato e colorare la membrana coror@ssiceau per verificare
I'avvento trasferimento delle proteine.

Decolorare la membrana in PBS.

Lavare la membranea in TBS piu Tween 20 allo 0.T&S(T)

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

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

Incubare la membrana overnight a 4°C in agitaziooe I'anticorpo primario

diluito in TBS-T (Vedi Tabella 3).

Fare 3 lavaggi della membrana in TBS-T per 10’ aifRdgitazione.

Incubare la membrana per 1h a RT in agitazione l@mticorpo secondario
diluito in TBS-T (Vedi Tabella 3).

Rivelare con ECL Advance Western Blotting Detection

In camera oscura aggiungere una lastre fotograficadopo il tempo di

impressionamento ottimale per ciascun anticorpongmio, procedere con lo
sviluppo della lastra fotografica.

Acquisire 'immagine digitale delle lastre tramR&ior-S Multilmager (Biorad) e

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

2.9 Estrazione di RNA da linee cellulari e tessuti

Materiali:

Trizol (Invitrogen)

Cloroformio (Carlo Erba)

Isopropanolo (Carlo Erba)
Di-ethyl-pyro-carbonate (DEPC) (Sigma)

Etanolo assoluto (Carlo Erba)

Procedura:

Aggiungere a ciasun pellet cellulare, mantenutghraccio secco per evitare lo
scongelamento, 7Qd di Trizol.

Risospendere il pellet con una siringa da 2.5 mhedbare a RT per 10'.
Aggiungere 140ul di Cloroformio, miscelare vigorosamente per irsiene;
incubare per 3’ a RT.

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

Prelevare la fase acquosa facendo attenzione atamoare I'anello bianco di

DNA e riporre il sovranatante in una nuova provetta
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Aggiungere 35Qu di Isopropanolo e miscelare delicatamente peernsione (4-6
volte); incubare a RT per 10'.

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

Eliminare sovranatante facendo attenzione a namrdare il pellet; asciugare i
bordi della provetta con carta assorbente.

Fare un lavaggio del pellet con 7@0di Etanolo al 70% in acqua DEPC.
Centrifugare i campioni a 7500 rpm per 5’ a 4°C.

Eliminare il sovranatante facendo attenzione adisturbare il pellet; asciugare i
bordi della provetta con carta assorbente.

Lasciare asciugare il pellet a RT e successivanmgsaspenderlo in un adeguato
volume di H20O DEPC (10-30!).

Quantificare la concentrazione di RNA estratto rasth lettura
spettrofotometrica utilizzando lo strumento NangbridD-420 (Celbio) e il
software NanoDrop (versione 3.0.0).

NB: Per l'estrazione dellRNA da tessuto, polveamz il campione come
descritto nel Paragrafo 2.6. Aggiungere 10@li Trizol e procedere come sopra

descritto.

2.10 Real time PCR

La quantificazione di microRNA maturi tramite asaldi Real Time PCR viene
eseguita usando il kit ‘TagMan MicroRNA Assay eepede due passaggi
principali:

Step 1. Trascrizione inversa (RT).ll filamento di cDNA viene inversamente
trascritto a partire da un campione di RNA totagando un primer miRNA-
specifico con struttura a forcina presente nelTkigMan MicroRNA Assay e

utilizzando i reagenti provenienti dal kit ‘TagMan®licroRNA Reverse

Transcription’. L'utilizzo di questo primer miRNApscifico consente di

retrotrascrivere solo il microRNA maturo e non iosyrecursori, i quali

possiedono una complessa struttura secondaria.
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Step 2. Real time PCR.I campioni di cDNA vengono successivamente
amplificati utilizzando il secondo reagente del KiagMan MicroRNA Assay’,
contenente una sonda TagMan e i primer Forwardwem®e miRNA-specifici,
insieme al reagente ‘TagMan® Universal PCR Master.M

| due step sono schematizzati in Figura 7.

Step 1

_ Primer a forcin
MicroRNA maturc

~ PERREETT '];Ii'['n] 1 ]

Step 2

Primer Forwar

IRERRRRRRRNAN
REEEREIR R R LR RRRRRLL

R

Sonda TagMs

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

Procedura:
e Stepl

In una provetta da 0.2 ml aggiungere un volume g@&6 ng di RNA.

Portare i campioni ad un volume diibcon H20 DEPC.

Preparare la mix per la retro-trascrizione utilida@ i reagenti del kit ‘TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription’ ed il Primer 5X d¢enuto nel kit “TagMan

MicroRNA Assay’, come indicato in Tabella 5.
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Tabella 5. Mix di retro-trascrizione (1 campione).

Componenti Volume (l)
H20 DEPC 4.16
10X Reverse Transcription Buffer 1.5
100nM dNTPs 0.15
Rnase Inhibitor 0.19
MultiScribe reverse transcriptase 1.0
Primer 5X 3.0

Aggiungere 1Qul di mix di retrotrascrizione a ciascun campion&diA.

Incubare in ghiaccio per 5'.

Posizionare i campioni nel Thermal Cycler ‘GeneARER system 9700’
(Applied Biosystems) ed eseguire il programma diroteascrizione come

riportato in Tabella 6.

Tabella 6. Termociclo per la retrotracsrizione confagMan microRNA assay.

Step Tempo (min) Temp (°C)
1 30 16
2 30 42
3 5 85
4 o0 4
o Step?2

Strumento: iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System (Bijra
Terminata la reazione di retro-trascrizione, porcampioni di cDNA in ghiaccio
e preparare la mix per la reazione di Real Time BGRe indicato in Tabella 7.

Analizzare ogni campione in triplicato.

Tabella 7. Composizione mix di Real time PCR con dgMan microRNA

assay’ (1 campione).

Componenti Volume (l)
H20 DEPC 7.67
TagMan 2X Universal PCR master mix 10.0
TagMan MicroRNA Assay Probe 20X 1.0
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NB: Ricoprire il tubo contenente la sonda TagMan carta stagnola e tenere al
buio.

Aggiungere 18.67l della master mix in ogni pozzetto della piastra.
Aggiungere 1.33 di cDNA a ciascun pozzetto.

Coprire la piastra con il coperchio adesivo e c¢rrigarla brevemente (2000 rpm,
30").

Impostare lo schema corrispondente alla piastreeazione tramite il software
iICycler iQ Detection System Versione 3.0 (Biorad).

Impostare il programma di amplificazione come riptw in Tabella 8.

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

Step Attivazione Real Time PCR
dell’enzima Cicli (N=40)
ampliTaqg gold : . :
Denaturazione| Annealing/Estensione
Tempo (sec) 600 15 60
Temperatura 95 95 60
(¢C)

Posizionare la piastra nella macchina di Real TRGR e far partire la corsa.
Analizzare i dati su foglio Excel tramite metodd @&**“Y, utilizzando come

gene housekeeping la subunita ribosomale, U6RNA.

2.11 Trascrizione inversa

Questo procedura consente di sintetizzare cDNAgosy filamento a partire da
un campione di RNA totale.
Strumento: GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)

Kit : ImProm-II™ Reverse Transcription Syst¢@romega)
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Procedura:
In una provetta da 0.2 ml aggiungere un volume @@ripg di RNA e portare il
campione ad un volume diih con H20 DEPC.

Aggiungere ad ogni campionauldella seguente mix di reazione:

PRIMER MIX (1 campione)
Oligo-dT Primer Qub
Qub

Random Primers

Incubare a 70°C per 5'.
Raffreddare a 4°C per 5.
Aggiungere ad ogni campione fibdella mix di retrotrascrizione (Tabella 9).

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

Componenti Volume @l) | Conc. finale
H20 DEPC 6.6

Improm-I1I 5X Buffer 4.0

MgCI2 (25 mM) 2.4 3.0 mM

dNTPs mix (10mM) 1.0 0.5 mM
RNasin Inhibitor 0.5

Improm-Il RT 0.5

Posizionare i campioni nel Thermal Cycler ed esegui programma di

retrotrascrizione come riportato in Tabella 10.

Tabella 10. Termociclo di retrotrascrizione.

Step Tempo (min) Temp (°C)
1 5 25
2 60 42
3 15 70
4 o0 4

Conservare i campioni di cDNA a —20°C.

60



2.12 PCR semi-quantitativa

La PCR e stata utilizzata per analizzare variazieli’espressione genica di
MRNA di interesse in seguito a specifici trattameetlulari o nei campioni di
tessuto provenienti da HCC. Tutte le PCR sono staelotte in un range lineare
di amplificazione, consentendo un’analisi semi-ditativa dell’espressione
genica. La B-actina e stata utlizzata come gene housekeepiag lp
normalizzazione dei campioni. L’intensita delle Bare stata misurata utilizzando
il Software Quantity-One (Biorad).

Le coppie di primer utilizzate e le condizioni dCR sono riportate in Tabella 11.
Tabella 11. Coppie di primers utilizzate. Nella tabella sono riportate le
sequenze dei primer utilizzati con le corrispondentinghezze (L)

dell’'amplificato, temperature di annealing (Ta) emero di cicli (N) di
amplificazione.

Gene Sequenza Primer Amp (bp) Ta |Cicli
(8] C) | (N)

Cyclin G1 |Fw5-AATGAAGGTACAGCCCAAGCA-3’ 195 63 27
Rv 5'-GCTTTGACTTTCCAACACACC-3’

Puma Fw 5-TCCTCAGCCCTCGCTCTC-3’ 197 61 31
Rv 5-TTGTCTCCGCCGGCTCGTA-3’

Bax Fw 5-TGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3’ 162 61 31
Rv 5'-TCATCCTCTGCAGCTCCATG-3’

E-caderina | Fw 5'-TCCTGGGCAGAGTGAATTTTGA-3' 550 56 29
Rv 5'-GCGTGAGAGAAGAGAGTGTATGTGG-3’

p57 Fw 5-GGCCTCTGATCTCCGATTTCT-3’ 375 63 28
Rv 5'- -CACTTTGGGACCAGTGTACCTTCT-3’

p27 Fw 5-TAACCCGGGACTTGGAGAAG-3’ 449 62 30
Rv 5'-GCTTCTTGGGCGTCTGCTC-3’

Bmf Fw 5’-ATGGAGCCATCTCAGTGTGTG-3’ 540 56.5| 30
Rv 5'-CCCCGTTCCTGTTCTCTTCT-3’

mTOR Fw 5’-ACATGCAGCTGTCCTGGTTC-3’ 201 61 29
Rv 5'-TGAGGCTTCTGCATCTCCTT-3’

c-Met Fw 5-AGGGCAGTGCAGCATGTAGT -3’ 200 61 29
Rv 5'-GATGATTCCCTCGGTCAGAA-3’

p21 Fw 5’-AAGACCATGTGGACCTGTCA-3’ 174 55 30
Rv 5'-GGCTTCCTCTTGGAGAAGAT-3’

B3-actin Fw 5’-CAAGAATGGCCACGGCTGCT-3 275 55 25
Rv 5'-TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA-3’

Aggiungere in provette da 0.2 ml 24 della mix di PCR (Tabella 12) edd di
cDNA.
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Tabella 12. Composizione mix di PCR (1 campione).

Componenti Volume @l) | Concentrazione
finale

H20 DEPC 15.0

Gold Buffer (10X) 2.5 1X

MgCI2 (25 mM) 2.5 2.5mM

dNTPs mix (2.5 mM) 1.75 0.175 mM

Primer F 1.0 400 nM

Primer R 1.0 400 nM

Taq Gold (Applied Biosystems) 0.25

cDNA 1.0

Posizionare le provette da 0.2 ml nel Thermal Gy@leneAmp PCR system 9700
(Applied Biosystems) ed impostare il termociclolimtiando le temperature di
annealing (Ta) ed il numero di cicli (N) riportati Tabella 11.

Termociclo

1.95°C 10’ attivazione Taq Gold
2.95°C 30" denaturazione
3. Ta°C 30" annealing
4.72°C  30"-1.0' elongazione

5. Step 2 per N volte

6. 72°C 7’ elongazione finale
7.4°C for ever
8. end

Il prodotto amplificato e stato sottoposto a catroforetica in gel di Agarosio
al 2.0% con Etidio Bromuro allo 0.01%. La corsatates eseguita in TBE 1X
(Sigma) a 120V per 45'.

Le immagini digitali delle bande sono state acgeiison Fluor-S Multiimager e
I'analisi quantitativa del segnale & stata condeotia il software Quantity-one
(Biorad).
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2.13 Clonaggi

In questo lavoro di tesi e stata utilizzata la tegrmel clonaggio per I'inserimento
di regioni 3'UTR a valle del gene reporter contenatl'interno del plasmide
pGL3 Control Vector. L'inserimento dei siti di regione ad entrambe le
estremita della regione 3'UTR e stato ottenuto ir@namplificazione del

frammento con primer specifici contenenti allesti& 5 i sei nucleotidi

corrispondenti alla sequenza consensus dell’enXb@. | primer utilizzati sono

riportati in Tabella 13. Il frammento amplificatoaimite PCR e stato ligato
all'interno del vettore TA-cloning, pGEM-T Easy Mec, la cui mappa e riportata
in Figura 8. Il vettore pGEM ricombinante € statott@gposto a digestione
enzimatica con Xbal ed il frammento purificato dd di Agarosio. Il frammento
corrispondente alla regione 3'UTR e stato succassénte clonato all’interno del
vettore pGL3 Control Vector, utilizzando il sito ioo di restrizione Xbal. La
mappa di pGL3 Control Vector é riportata in Fig@rdl costrutto plasmidico cosi
ottenuto € stato utilizzato per I'esecuzione dejgsa di Luciferasi (Paragrafo

2.14).
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Materiali:

 Enzimi di restrizione

Tipo Produttore
Xbal Invitrogen
EcoRI Invitrogen
» Enzimi vari
Tipo Produttore
AmpliTag Gold Applied Biosystems
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) 2@U/ Invitrogen
T4 DNA ligase 3Ul Promega
* Plasmidi
Tipo Produttore
pGEM Promega
pGL3 Promega
+ Farmaci
Tipo Produttore
Ampicillina Sigma
e Tipi cellulari
Tipo Produttore
JM109 batteri competenti Promega
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Figura 8: Mappa del plasmide pGEM-T Easy Vector Il plasmide contiene
due CDS (Amp che codifica per I'enzima R-lattamasi; lacZ: doelifica per
I'enzima p-galattosidasi), un’origine di replicazione di ong fagica (f1 ori),
un’origine (ori) per la replicazione in E. coli.plasmide € stato linearizzato
con I'enzima di restrizione EcoRYV alla base 60 bdsi T sono state aggiunte
a ciascuna estremita 3'.
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Figura 9. Mappa del plasmide pGL3 Control Vector Il plasmide contiene
2 CDS (Amp: che codifica per I'enzima R-lattamasi; luc+: coelifica per la
luciferasi di Lucciola), un’origine di replicaziondi origine fagica (f1 ori),
un’origine (ori) per la replicazione in E. coli.
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Terreni di coltura

LB liquido (1 L):
-LB broth base (Invirogen) 20.0 g

-Portare a volume con BDW

LB Agar (1 L):
-LB Agar (Invirogen) 32.0 g

-Portare a volume con BDW

SOC (1L):

-Tryptone (Sigma) 20 g

-Yest Extract (Sigma) 5 g

-NaCl (Sigma) 0.5 g

-Sciogliere in 950 mL H20

-Glucosio (Sigma) 20mM

-Aggiungere 10 mL di soluzione KCI (Carlo Erba) 260
-Portare a pH 7.0 con NaOH (Carlo Erba) 5N

-Portare a volume con BDW

Gel d’agarosio
-Agarose (Amresco) da 0.8% a 2.0%

-TAE 1X

TAE 5X (1 L):

-Tris Base (Sigma) 242 g

-Acido Acetico Glaciale (Sigma) 57.1 mL
-EDTA (Sigma) pH 8, 0.5M, 100ml

-Portare a volume con BDW

Marker
Bench Top 100 bp DNA ladder (Promega)
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Metodi:

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

Regione da Sequenze Primer L (bp) Ta |Cicli
clonare (C) | (N)

Ciclina G1 Fw 5-TTTCTAGA AAACAGGTGACATTTGTATC-3' 744 58 35

3'UTR Rv 5-TTGTCTAGA TTACCTCTGCCAAC-3

CDKN1C/p57| Fw 5'-TCTAGA GCCCAAAGAGCCC-3’ 295 56 35

3'UTR Rv 5'-TCTAGA GATTAAACATTTTATATAAATGAC-3

Bmf Fw 5-TTTCTAGA AGTTGGTCAACAGATCTG-3 977 60 35

3'UTR Rv 5'-ATGTCTAGA ACATAAACACATAAAGCC-3’

mTOR Fw 5-CTTTCTAGA AACTGGAGGCCCAG-3 908 58 35

3'UTR Rv 5-TGGTGICTAGA CATGGCTACACTTTATAC-3’

Mix di PCR, vedi Tabella 12.

Termocicla

1.95°C 10’ attivazione AmpliTaq Gold
2.95°C 30" denaturazione
3. Ta°C 30" annealing
4.72°C 1.0’ elongazione

5. step 2 per 34 volte

6. 72°C 7’ elongazione finale
7.4°C for ever
8. end

* Protocollo di ligasi

Tabella 14. Composizione mix di ligasi (1 campiong)

Componenti Volume (ul)
H20 DEPC 2l
Buffer 2X 5.0
pGEM/pGL3 vector 1.0
(50 nghl)
DNA* 1.0
T4 DNA ligase 1.0

*Prodotto di PCR per la ligasi in pGEM vector.
*DNA eluito da gel di agarosio per la ligasi in p&lzector.

Incubare la mix di ligasi 1h a RT.
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Protocollo di trasformazione batterica

Trasferire in una provetta da 15 ml con fondodegygiante 10Qul di
batteri competenti JIM109 e mantenere in ghiaccio.

Aggiungere ai batteri gl di mix di ligasi.

Incubare 20’ in ghiaccio.

Incubare 1’ a 42°C.

Incubare 2’ in ghiaccio.

Aggiungere 90Qul di SOC freddo.

Incubare 1.5h a 37°C, 225 rpm.

Piastrare separatamente 10@ 900ul di sospensione batterica in piastre
contenenti LB Agar + Ampicillina 10Qg/ml.

Incubare a 37°C per 16h.

Protocollo per mini prep

Buffer P1:

-Tris-HCI pH 8 50 mM
-EDTA 10 mM
-RNase A 1Q@/ml
NB: aggiungere RNase A al momento dell’'uso.

Buffer P2:

-NaOH 200 mM
-SDS 1%
Buffer P3:

-Potassio acetato 3.0M

-Portare a pH 5.5

Buffer TE:
-Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
-EDTA 1.0 mM

Inoculare una singola colonia in 2 ml di LB + Amiina 100 ug/ml.
Incubare a 37°C, 225 rpm, per 16h.

Trasferire 1.0 ml della coltura batterica in upeovetta da 1.5 ml,
conservare il restante 1 ml di coltura a + 4°C.

Centrifugare la coltura batterica a 13000 rpmZder
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Eliminare il sovranatante.

Risospendere il pellet batterico in 10i0di Buffer P1 freddo, a cui é stata
aggiunta RNase A 100y/ml.

Risospendere il pellet vortexando.

Aggiungere 20Qul di Buffer P2.

Risospendere per inversione, incubare 5’ a RT.

Aggiungere 165 di Buffer P3 freddo.

Risospendere per inversione.

Centrifugare a 13000 rpm per 8'.

Trasferire il sovranatante in una provetta daml5

Aggiungere 45Ql di isopropanolo.

Risospendere per inversione.

Centrifugare a 13000 rpm per 8'.

Eliminare il sovranatante.

Fare un lavaggio con 5Q0 di etanolo al 70%.

Centrifugare a 13000 rpm per 5'.

Eliminare il sovranatante.

Asciugare il pellet per 10" a RT.

Risospendere il pellet in 20 di Buffer TE.

Digerire i DNA plasmidici con gli enzimi di restione per verificare la

presenza dell’inserto.

Protocolli di digestione enzimatica

Dopo miniprep

Enzimi Xbal/EcoRl

Componenti Volume (l)
H20 DEPC 14.5
Buffer 10X 2.0
DNA plasmidico 3.0
Enzima di restrizione 0.5

Incubare 2h a 37°C.

Analizzare le digestioni dei DNA plasmidici tramiersa elettroforetica su
gel di Agarosio in TAE, 0.01% Etidio-Bromuro, a M2fer 45'.
Selezionare il clone batterico contenente I'inseataplificarlo e purificare il

DNA plasmidico tramite maxi prep.
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Protocollo per maxi prep Qiagen

Inoculare 10Qul della sospensione batterica del clone seleziomaD0
ml di LB + Ampicillina 100ug/ml.

Incubare 16 h a 37°C, 225 rpm.

Centrifugare la sospensione batterica a 4000p@ni5’ a + 4°C.
Eliminare il sovranatante.

Risospendere il pellet batterico in 10 ml di BufP1 freddo, a cui é stata
aggiunta RNase A 10@y/ml.

Risospendere il pellet vortexando.

Aggiungere 10 ml di Buffer P2.

Risospendere per inversione, incubare 5’ a RT.

Aggiungere 10 ml di Buffer P3 freddo.

Risospendere per inversione, incubare in ghigoerd0’.

Centrifugare a 12000 rpm per 30'.

Trasferire il sovranatante in un nuovo tubo.

Centrifugare a 12000 rpm per 15'.

Equilibrare una colonna QIAGEN-tip 500 con 10danBuffer QBT.
Aggiungere il sovranatante alla colonna e lascartrare nella resina per
gravita.

Fare 2 lavaggi con 30 ml di Buffer QC.

Fluire con 15 ml di Buffer QF.

Precipitare il DNA plasmidico aggiungendo 10.5dnisopropanolo.
Mischiare per inversione e centrifugare a 8000 pger 15'.

Eliminare il sovranatante.

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

Centrifugare a 8000 rpm per 10'.

Eliminare il sovranatante.

Asciugare il pellet per 10 minuti a RT.

Rispendere il pellet in 20d di TE.

Conservare il DNA plasmidico a —20°C.

70



* Protocolli di digestione enzimatica

Dopo maxiprep

Enzima Xbal
Componenti Volume (ul)
H20 DEPC 14.0
Buffer 10X 2.0
DNA plasmidico (1ug/ul) 1.0
Enzima di restrizione 3.0

Incubare 2h a 37°C.

NB: Per la linearizzazione del plasmide pGL3 Cdnieztor aggiungere fil
di CIAP ed incubare per altri 5’ a 37°C.

Analizzare le digestioni dei DNA plasmidici tramiersa elettroforetica su
gel di Agarosio in TAE, 0.01% Etidio-Bromuro, a 2M2fer 45'.

Procedere all’eluizione dell'inserto da gel.

» Eluizione di DNA da gel di agarosio

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

- Pesare una provetta da 1.5 ml con bilancia aalit

- Visualizzare il DNA usando una lamapada UV a bddsaghezza d’onda
ed excidere la banda d’interesse con un bisturicuso.

- Trasferire la il frammento di gel contenente INB nella provetta pre-
pesata e ri-pesare la provetta. Fare la tara pevlaee il peso del gel.

- Aggiungere Membrane Binding Solution in un ragpati 10ul ogni 10
mg di gel di agarosio.

- Vortexare ed incubare a 50°C per 10’ o fino dhgel € completamente
sciolto.

- Trasferire la miscela contenente il gel discidaltouna SV Minicolumn
posta in una provetta di raccolta.

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT.

- Eliminare il liquido di scarto.

- Fare un lavaggio con 7Q0 Membrane Wash Solution.

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT.

- Eliminare il liquido di scarto.

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

- Eliminare il liquido di scarto.

- Trasferire la colonnina in una provetta da 1.5 ml

- Aggiungere 3Ql di H20 DEPC al centro della colonna.

- Incubare 1’ a RT.

- Centrifugare a 14000 rpm per 1’ a RT.

- Analizzare la qualita e la quantita del DNA etuila gel tramite corsa
elettroforetica su gel di Agarosio in TAE 1X, 0.01Btidio-Bromuro, a
120V per 45’

- Esequire la ligasi del frammento eluito da ggb@L3 vector linearizzato
con I'enzima Xbal come indicato in Tabella 14. Rrdere con i protocolli

di trasformazione batterica, mini prep come sogscdtto.

* PCR didirezionalita in vettore pGL3

Poiché il frammento 3'UTR viene clonato nel vettp@L3 utilizzando un unico
sito di restrizione, Xbal, per la scelta del vedtoicombinante con il frammento
inserito in direzione 5->3' & necessario sottopoirDNA plasmidici estratti
tramite mini prep a 2 PCR di direzionalitd. Perséeuzione delle PCR di
direzionalita il primer Forward utilizzato per ilonaggio della regione 3'UTR é
sato accoppiato con il primer Reverse che ricondacgequenza del plasmide
pGL3 Control Vector in prossimita del sito di régtsne Xbal Tabella 19, e
viceversa. Solo i cloni in cui il frammento 3'UTRe&sinserito in direzione 5->3’
daranno luogo ad un amplificato in entrambe le PdiRdirezionalita. La
lunghezza dellamplificato dipendera dalla lungleziella regione clonata in

pGL3 vector.
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Tabella 15. Coppia di primer per il plasmide pGL3 ntrol Vector. Nella
tabella sono riportate le sequenze dei primer acrotrispondente lunghezza (L)
dellamplificato, temperatura di annealing (Ta) emero di cicli (N) di
amplificazione.

Vettore Sequenze Primer L(bp) | Ta |Cicli
C) | (N)

pGL3 Control | Fw 5-AGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCG-3’ 199 60 35
Vector Rv 5-TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCC-3

Mix di PCR, vedi Tabella 12.

Termocicla

1.95°C 10’ attivazione AmpliTaq Gold
2.95°C 30" denaturazione
3.60°C 30" annealing
4.72°C 1.0’ elongazione

5. step 2 per 34 volte

6. 72°C 7’ elongazione finale
7.4°C for ever
8. end

Analizzare gli amplificati tramite corsa elettroética su gel di Agarosio in TAE
1X, 0.01% Etidio-Bromuro, a 120V per 45'.

Scegliere il clone con il frammento inserito inedione 5->3’ e procedere
al’amplificazione ed alla purificazione del vetoiramite maxi prep, come sopra

descritto.

2.14 Saggio di luciferasi

Kit: Dual Luciferase Assay (Promega)
Strumento: Luminometro GLOMAX (Promega)

Passive Lysis Buffer

Aggiungere un volume di Passive Lysis Buffer (5X)4avolumi di BDW.
Preparare fresco.

Luciferase Assay Reagent Il (LAR 1)

Risospendere il liofilizzato Luciferase Assay Sud&t in 10 ml di Luciferase
Assay Buffer II. Fare aliquote da 650e conservare a —80°C.

73




Stop&Glo Reagent

Aggiungere un volume di Stop&Glo Substrate (50X§Cavolumi di Stop&Glo
Buffer. Preparare fresco.

Procedura:
Dopo 24h dalla trasfezione cellulare (Paragrafg, Zbminare il sovranatante da
ciascun pozzetto (piastra da 24 pozzetti).
Fare un lavaggio con 5Q0 di PBS.
Aggiungere 10Qul di Passive Lysis Buffer a ciascun pozzetto.
Incubare per 15’ a temperatura ambiente in legagitazione.
Raccogliere i lisati cellulari in provette da 1.5emmantenere in ghiaccio.
Accendere il luminometro ed impostare il seguemtg@amma:
- Periodo di ritardo pre-misura del campione: 2”
- Periodo di misura del campione: 10”
Aggiungere 10Qul di LAR Il a ciascun tubo da 1.5 ml.
Aggiungere 2Qul di campione al primo tubo ed effettuare la ledtur
Trascrivere il valore fornito dal luminometro.
Aggiungere 10Qul di Stop&Glo Reagent, vortexare il campione ectiffare la
seconda lettura.
Trascrivere il valore fornito dal luminometro.

Eseguire la lettura di tutti i campioni procedemgdme sopra.

2.15 Citofluorimetria a flusso

Strumento: FACSAria cell sorter (BD Biosciences)

+ Analisi del ciclo cellulare con Propidio loduro JPI

Materiali:
Propidio lodide Solution 1.0 mg/ml (Sigma)
RNase A (Sigma)

Etanolo assoluto (Carlo Erba)
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Procedura

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una ptta da 15 ml.

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT.

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio conl Hi PBS.

Risospendere le cellule in 1 ml di PBS.

Aggiungere goccia a goccia 2.5 ml di etanolo asedikeddo, vortexando il
campione durante I'aggiunta per non far precipitareellule.

Fissare le cellule per 16h a —20°C.

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT.

Fare un lavaggio in PBS.

Risospendere le cellule in 5@0di PBS contenenti 100g/ml di RNase Ae 5
ul di PI.

Incubare per 30’ a RT al buio.

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT.

Risospendere in 50d di PBS.

Leggere al FACS.

* Analisi dell’apoptosi
Kit: Annexin V/Propidium lodide detectidit (Bender MedSystems).

Procedura

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una petia da 15 ml.
Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT.

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio conl Hi PBS.
Risospendere le cellule in 1 ml di PBS.

Contare le cellule con camera di Bunker.

Risospendere le cellule in PBS ad una concentrazioB00000 cellule/ml.
Prelevare 199 di sospensione cellulare e trasferirle in unavptta da 1.5
ml.

Aggiungere 5.Qu di anticorpo anti-Anexina marcato con FITC.
Incubare in theromixer perlh a 22°C, 400rpm.

Cenrifugare 5’ a 1500 rpm, RT.

Eliminare il sovranatante.
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Risospendere il pellet in 190 di Binding Buffer (1X) + 10 vl di PI.
Analizzare al FACS.

2.16 Saggio di invasione cellulare

Materiali:

ECM gel (Matrigel) (Sigma)

Boyden blind-well chambers (New Technologies Group)
Poly-vinyl-pyrrolidone free polycarbonate filtefdguro Probe)
Etanolo assoluto (Carlo Erba)

Giemsa Solution (Sigma)

Procedura

Disporre i filtri con la parte opaca rivolta vei&dto in una piastra Petri.
Aggiungervi 50ul di una soluzione acquosa di Matrigel (1.0 mg/ml)asciare
asciugare.

Tripsinizzare le cellule e raccoglierle in una ptta da 15 ml.

Centrifugare a 1200 rpm per 5’ a RT.

Eliminare il sovranatante e fare un lavaggio conl Hi PBS.

Risospendere le cellule in 1 ml di terreno sengeosi

Contare le cellule con camera di Burker.

Risospendere le cellule in terreno senza sieronadconcentrazione di 30-50000
cellule/ml.

Prelevare 10Q di sospensione cellulare e trasferirle in unavptta da 1.5 ml.
Aggiungere alla sospensione cellulare 10@i terreno senza siero.

Aggiungere 35ul di terreno con 30% FBS nella parte inferiore @&ameretta di
Boyden e posizionare il filtro con la parte ricdpedal Matrigel rivolta verso
I'alto. Chiudere la cameretta di Boyden con I'apfmtappo a vite.

Aggiungere 200ul della sospensione cellulare nella parte superideda
cameretta di Boyden.

Incubare per 24-48h in incubatore a 37°C, 5%.CO
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Smontare le camerette di Boyden, recuperare iibfét posizionarlo con la parte
lucida rivolta verso l'alto su di un supporto dilistrolo, fissarlo con un ago da
siringa.

Fissare le cellule con etanolo assoluto per 1’ a RT

Lavare i filtri con abbondante H20 distillata.

Diluire 1:10 la soluzione di Giemsa in H2O distilae filtrare con filtro da 0.2
pm.

Ricoprire i filtri con la soluzione di Giemsa edtubare 20’ a RT.

Lavare i filtri con abbondante H20 distillata.

Posizionare i filtri su di un vetrino porta-oggettn la parte lucida, contenente le
cellule che hanno migrato, rivolta verso il basso.

Lasciare asciugare i filtri per 15’ a RT.

Pulire la parte opaca dei filtri, contenenti lelael che non hanno invaso lo strato
di matrice, con un cotton fioc.

Aggiungere una goccia di montante (DPX Mountant igstology, Fluka) e
posizionare un vetrino copri-oggetto sopra il diltr

Osservare al microscopio e contare le cellule in capi random ad un

ingrandimento 25X.
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3.1 Individuazione di un pannello di microRNA dereglati

nell’epatocarcinoma umano tramite analisi di microaray

Nell'ultimo decennio & stato ampiamente dimostiataolo dei microRNA
nello sviluppo e nella progressione tumorale (78palisi ‘genome-wide’
attraverso I'utilizzo di piattaforme microarray manevidenziato la presenza di
firme molecolari di microRNA cancro-specifiche, grado di differenziare i
tessuti di natura tumorale dalle loro contropartigb normale (40).

Allo scopo di individuare un pannello di microRNA&régolati nel carcinoma
epatocellulare, abbiamo eseguito un’analisi di caoray di miRNA su 17 tessuti
di carcinoma epatocellulare (HCC) e 21 tessuti @noenti da fegato cirrotico
(CE). Dal momento che, nei paesi occidentali, lteparcinoma insorge nell’80%
dei casi su di un fegato con cirrosi epatica cro(it3), abbiamo deciso di
analizzare come gruppo di controllo campioni preeeth da fegato cirrotico e
non da fegato sano, in quanto piu rappresentateiladpatologia. Le

caratteristiche dei pazienti arruolati in questagi sono elencate ifabella 16
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Tabella 16. Caratteristiche di pazienti con epatocarcinoma arrwlati per
I'analisi di microarray, Northern blot e Real time PCR.

Genere Maschio 45
Femmina 15
HCV 31
HCV+BAb 6
HBV+HCV 5
HBV 5
Eziologia® Etanolo 3
HCV+Etanolo 2
HBV+Etanolo 1
Bab 1
Criptogenica 6
Focalita? Unifocal 42
Multifocal 18
Dimensioni s3cm 16
>3cm 44
Gl 1
3 G2 20
Grado G3 32
G4 7
< 20 ng/dL 26
g:‘;i'efiit; 20-400 ng/dL 19
> 400 ng/dL 15

1) HBV: Virus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAlanticorpi contro HBV; Etanolo: storia di
abuso di alcol; Criptogenici sono quei casi insmmo stati esclusi: infezioni virali, abuso di dJco
emocromatosi, patologia di Wilson, deficienzaodiranti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatite
autoimmune e colangite sclerosante primaria.

2) Uni-o multifocalita e stata assegnata sulla disecniche di imaging precedenti l'intervento
chirurgico.

3) Grado di HCC ¢ stato assegnato attraversoercdi Edmonson e Steiner’s (74).

4) Livelli di alfa-fetoproteina sono stati misuratima dell'intervento.

Per l'analisi del profilo di espressione dei miRNA stata utilizzta una
piattaforma microarray contenente 381 sonde pericbnoscimento di 238
microRNA umani maturi e 143 precursori di miRNA )75In seguito
all'ibridazione dei campioni su chip ed all'acquisine dei dati € stata eseguita
una complessa analisi statistica tra i due gruppadhpioni posti a confronto
(vedi Paragrafo 2.2), la quale ha consentito dividdare un pannello di miRNA
deregolati nell’epatocarcinoma umano. Da tale ahdb miRNAs sono risulatati
essere differenzialmente espressi nei campioni @CHispetto ai campioni

provenienti da fegato cirrotic &bella 17).
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Tabella 17.MicroRNA differenzialmente espressi tra tessuti dHCC e CE.

MicroRNA Simbolo Mappa Rapporto Regulazione P-value
medio HCC/CE ~ Up o Down (b)
(@ in HCC

let-7a-1 MIRNLET7A1 9g22.2 0,68 DOWN 0,0127
let-7a-2 MIRNLET7A2 11924.2 0,59 DOWN 0,0136
let-7a-3 MIRNLET7A3 22q13.3 0,63 DOWN 0,0160
let-7b MIRNLET7B 22q13.3 0,74 DOWN 0,0149
let-7c MIRNLET7C 21qg11.2 0,62 DOWN 0,0193
let-7d MIRNLET7D 9g22.2 0,66 DOWN 0,0168
let-7d MIRNLET7D 9qg22.2 0,70 DOWN 0,0307
let-7e MIRNLET7E 199q13.4 0,77 DOWN 0,0245
let-7f-2 MIRNLET7F2 Xpll.2 0,70 DOWN 0,0356
let-7g MIRNLET7G 3p21.3 0,71 DOWN 0,0307
miR-122a MIRN122A 18¢g21 0,63 DOWN 0,0135
miR-124a-2 MIRN124A2 8q12.2 0,69 DOWN 0,0135
miR-130a MIRN130A 11g12 0,50 DOWN 0,0339
miR-132 MIRN132 17p13.3 0,75 DOWN 0,0152
miR-136 MIRN136 14932 0,58 DOWN 0,0191
miR-141 MIRN141 12p13 0,74 DOWN 0,0389
miR-142 MIRN142 17923 0,51 DOWN 0,0082
miR-143 MIRN143 5032-33 0,72 DOWN 0,0127
miR-145 MIRN145 5q32-33 0,53 DOWN 0,0126
miR-146 MIRN146A 5q34 0,59 DOWN 0,0439
miR-150 MIRN150 19913 0,47 DOWN 0,0101
miR-155(BIC)  MIRN155 21921 0,57 DOWN 0,0168
miR-181a-1 MIRN213 1g31.2-q32.1 0,68 DOWN 0,0439
miR-181a-2 MIRN181A 9033.1-34.13 0,64 DOWN 0,0439
miR-181c MIRN181C 19p13.3 0,67 DOWN 0,0339
miR-195 MIRN195 17p13 0,75 DOWN 0,0307
miR-199a-1-5p MIRN199A1 19p13.2 0,45 DOWN 0,0100
miR-199a-2-5p MIRN199A2 1924.3 0,43 DOWN 0,0082
miR-199b MIRN199B 9934 0,49 DOWN 0,0082
miR-200b MIRN200B 1p36.33 0,69 DOWN 0,0120
miR-200b MIRN200B 1p36.3 0,74 DOWN 0,0135
miR-214 MIRN214 1g23.3 0,59 DOWN 0,0124
miR-221 MIRN221 Xpll.3 1,49 UP 0,0339
miR-223 MIRN223 Xql2-13.3 0,44 DOWN 0,0135
pre-mir-594 MIRN594 7934 0,55 DOWN 0,0500

a. P-value derivante da Analysis of Variance (ANOMA software Genespring)

b. I dati di microarray di HCC, per ogni microRN#gno stati normalizzati utilizzando il tessuto
di fegato cirrotico proveniente dallo stesso paeerse non disponibile, il valore & stato
normalizzato utilizzando la media dei tessuti di CE
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Utilizzando questo pannello di miRNA deregolatilhéCC, e stata effettuata
un’analisi di raggruppamento gerarchico la qualedm@sentito di ottenenere una
buona separazione tra i campioni di HCC e di EBura 10). In particolare sono
emersi due gruppi principali di raggruppamento, waqapresentato in prevalenza
da campioni di HCC e l'altro da campioni di fegatootico. Qualche campione
di HCC e di CE é stato incluso nel raggruppamebtigkato, probabilmente a
causa del fatto che i campioni analizzati tendomaggrupparsi sulla base del
profilo individuale del paziente invece che sullasé del tipo di tessuto. |
campioni di HCC inclusi nei 2 differenti raggruppamti non mostrano differenze
significative di eziologia, focalita, dimensionifaglo ed espressione di alfa-
fetoproteina (AFP), un marcatore circolante di wemma epatocellulare.
Sofisticate analisi statistiche hanno consentito edidenziare che la firma
molecolare di miRNA e in grado di predire correttante la maggior parte dei
campioni di HCC e di CE, con un’accuratezza de¥8@lgoritmo PAM) (70) e

del 91% (algoritmo SVM) (71).
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Figura 10. Classificazione di tessuti di HCC e CE in base allgignature di
35 miRNA. File: microRNA. Colonne: campioni biologici. Pegro miRNA,
il colore rosso significa un valore di espressigia alto del valore di
espressione medio tra tutti i campioni, mentre @esdnifica un valore di
espressione piu basso. Nella barra in basso i camnmi HCC sono
rappresentati con un quadrato blu, mentre le CEicoquadrato azzurro.

3.1.1 Validazione dell'analisi di microarray tramite Northern blot

Allo scopo di validare i dati ottenuti dall’analidi microarray e di ampliare la
casistica dei pazienti sottoposti a resezione epater HCC, sono state utilizzate
due tecnologie alternative, Northern blot e Reaheti PCR. Entrambe le
metodologie utilizzate sono in grado di quantifecan maniera relativa, i livelli
di espressione dei microRNA maturi all'interno dngpioni biologici.

Per la validazione dei dati di microarray abbianoelte tre miRNA de-
regolati nellHCC (miR-221, let-7a-1, miR-122). |marticolare, dall’analisi di

microarray il miR-122 e let-7a-1 risultavano esssrto-espressi nei campioni di
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HCC rispetto ai campioni di CE, mentre il miR-224uttava sovra-espresso nei
campioni di HCC. Tra i 35 miRNA dellsignature abbiamo deciso di analizzare
questi tre miRNA per le seguenti ragioni: il miR2Leappresenta il 70% di tutti i
microRNA espressi nel fegato ed € in grado di madul’espressione del virus
dell’epatite C (HCV) (55), il miR-221 e let-7a soderegolati anche in altri tipi di
tumore umano (62, 76).

L’analisi di Northern blot, eseguita su di una sedi 40 tessuti di HCC e
circostante fegato cirroticd &bella 16, ha confermato i risultati ottenuti tramite
microarray. | casi analizzati sia tramite microgrieghe Northern blot hanno
mostrato un identico profilo di espressione dei NMRIn esame. Inoltre, I'analisi
di Northern blot ha rivelato una sovra-espressagleaniR-221 nell’ 83% dei casi
di HCCs se confrontati con i corrispondenti campahrcirrosi epatica, mentre ha
mostrato una sotto-espressione di let-7a-1 e miRi&l 70% dei campioni di
HCC. Una selezione dei campioni analizzati trmitertNern blot € mostrata in

Figura 11.
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Figura 11. Risultati rappresentativi dell’analisi di Northern blot di let-7a,
miR-122 e miR-221 Analisi effettata su 8 campioni di HCC e circostaGE.

3.1.2 Validazione dell'analisi di microarray tramite Real time PCR

I livelli di espressione degli stessi tre microRNAlidati tramite analisi di
Northern blot sono stati valutati tramite Real ti€R con TagMan microRNA
assay su 38 campioni di HCC e CEabella 16). | risultati di tale analisi hanno
confermato la sotto-espressione di miR-122 anddeé la sovra-espressione di
miR-221 nei campioni di HCC quando confrontati coispettivi campioni di CE

(Tabella 18.
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Tabella 18 Espressione di microRNA in HCC e CE valutata tramie analisi

di Real time PCR e microarray. La media dei valori € riportata. |1 p-value
riportati sono stati calcolati tramite t-test.

Real-Time Microarray

miR CE HCC HCC/CE| p-value CE | HCC | HCC/CE | p-value
miR-122 | 0,71 0,35 0,49 0,00956 | 0,99 | 0,63 0,63 |0,00352
miR-221 | 0,65 1,23 1,89 0,00536 | 1,01 | 1,52 1,49 0,0312
let-7a-1 2,35 1,42 0,60 0,00918 | 1,02 | 0,69 0,68 |0,00869

3.2 Studio del ruolo biologico del microRNA-122: rgolazione della ciclina

Gl in linee cellulari di epatocarcinoma

Terminata la validazione dei dati di microarraybialno eseguito un’analisi
funzionale per caratterizzare il ruolo bio-patotmyidei microRNA nel processo
di epatocarcinogenesi.

Abbiamo inizialmente focalizzato la nostra atteneicsul miR-122, il quale
risultava sotto-espresso nel 70% dei campioni pnevei da tessuto neoplastico
rispetto ai campioni provenienti dal fegato circoticircostante. Il miR-122 e un
microRNA epato-specifico, infatti rappresenta il% Ccirca di tutti i miRNA
espressi nel fegato (77). Dati di letteratura tigoo il ruolo del miR-122 nella
regolazione di importanti vie metaboliche qualblasintesi del colesterolo ed |l
metabolismo lipidico (53, 54) ed il ruolo nella nubazione della replicazione del
virus dell'epatite C (HCV), tramite appaiamentowath sequenza complementare
presente nella porzione 5’ del’RNA virale (55).

Poiché l'individuazione di geni regolati dai micidR € uno step necessario
per studiare la loro funzione biologica ed il la@oinvolgimento nel processo di
carcinogenesi, abbiamo eseguito un’iniziale andhsi-informatica al fine di

individuare putativi geni bersaglio del microRNA2L2In particolare, per la

86



predizione di ipotetici geni target ci siamo avvals algoritmi predittivi quali
miRanda, TargetScan e PicTar. Successivamenteitdréintilizzo del software
MatchMiner abbiamo eseguito un’analisi di intersea degli out-put provenienti
da due o piu algoritmi al fine di individuare i bagli molecolari piu significativi
e con un valore predittivo piu elevato. Tra gli Ri#essaggeri (MRNA) regolati
dal miR-122, il gene della ciclina G1 (CCGN1) risna un out-put sia
dell'algoritmo PicTar che di TargetScafigura 12A).

La ciclina G1 é stata inizialmente scoperta comenuavo membro della
famiglia delle cicline con omologia al gene c-srcseccessivamente, € stata
identificata come bersaglio trascrizionale di pp8ssedendo due siti di legame
per questo fattore di trascrizione (78, 79). Imgltla ciclina G1 esercita una
regolazione a feedback negativo sulla proteinagiBaverso il reclutamento della
subunitdf’ della fosfatasi 2a (PP2A) determinando la defokfpione di Mdm-2
(80). Ad oggi, il ruolo preciso della ciclina Glllsucrescita cellulare & ancora
controverso (81). Alcuni studi, basati sull’osseeae che la sovra-espressione
della ciclina G1 aumenta la crescita cellulare eliute cancerose e che il suo
silenziamento determina arresto della crescita, (8®ortano un’attivita di
promozione della proliferazione cellulare da patédla ciclina G1. In linea con
questi dati, la sovra-espressione della ciclina é54tata ritrovata in numerosi
tumori umani tra cui 'osteosarcoma, il cancro a@ethammella ed il leiomioma
(82-84). Al contrario, I'induzione della ciclina Gi seguito a danno al DNA ed il
suo ruolo nell’arresto del ciclo cellulare nellaséaG2/M suggeriscono una
possibile attivita di inibizione della crescita garte della ciclina G1 (85, 86).
Uno studio recente indica che il ruolo della cialitG1l nel processo di

proliferazione cellulare & dipendente dai livelledpressione della proteina stessa
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(87), fornendo una possibile spiegazione ai coetsivdati riportati in letteratura.
In aggiunta, e stato precedentemente dimostratdogienock-out per la ciclina
G1 successivamente trattati con un potente epatmogeno, N-dietil-
nitrosamina, mostrano una ridotta incidenza di tiaymobabilmente dovuta ad
un’incrementata attivita di p53 (88).

Alla luce di questi dati ed al fine di caratterimzail meccanismo di
regolazione della ciclina G1 da parte del miR-128biamo analizzato tramite
Northern blot e Real time PCR l'espressione del 4122 in 4 linee di HCC:
Hep3B, SNU182, SNU398 e SNU449. Entrambe le teenishnno mostrato
un'assenza di espressione costitutiva del miR-XR2utte e quattro le linee
cellulari testate; i livelli di miR in tali lineeosio risultati infatti non rilevabili
quando confrontati con un campione di riferimenappresentato da tessuto
proveniente da fegato sano (F&glra 12B, C). Inoltre, abbiamo analizzato
tramite Western blot i livelli proteici di ciclin&1 nelle stesse quattro linee ed
abbiamo osservato un’elevata espressione basd¢eaitdina G1 in tutte le linee
cellulari analizzateRigura 12D). Abbiamo quindi selezionato le linee Hep3B e

SNU449 per i successivi saggi funzionali.
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Figura 12. La ciclina G1 e un ipotetico target del miR-122(A) Ipotetico
sito bersaglio del miR-122 nella regione 3'UTR deticlina G1 (CCGN1),
come predetto dall’algoritmo TargetScaB) @Analisi Northern blot del miR-
122 su 4 linee di HCC e su un campione di fegatm 94&S). La sonda
UG6RNA é stata utilizzata come gene housekeepidpAfalisi di Real time
PCR del miR-122. La sonda U6RNA é& stata utilizzatame gene
housekeeping. Nell'asse delle ordinate & riporiiat@lore di 2%V in scala
lineare. Un pool di tre FS e stato utilizzato coraenpione di riferimento per
il calcolo del66Ct. Ogni campione € stato analizzato in triplicéel grafico
e riportato il valore medio e la deviazione stadd@®D) di ciascun campione.
(D) Analisi Western blot della ciclina G1 su linee dCH e un FS. L&-
actina é stata utilizzata come gene housekeepindppgormalizzazione dei
campioni.

In particolare, al fine di studiare la regolaziatel’espressione genica della

ciclina G1 da parte del miR-122 abbiamo trasfetettrambe le linee con un

oligonucleotide precursore del miR-122 (pre-miRJ1l@Zon un oligonucleotide

di controllo (NC) ed abbiamo analizzato la varia®odei livelli di ciclina G1

tramite Western blot. Dopo 24h dalla trasfezior#hia@mo misurato i livelli di

miR-122 tramite Real time PCR in entrambe le limasfettate. Come mostrato in
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Figura 13A, i livelli di miR nelle cellule trasfette con il miR-122 risultano simili
a quelli del fegato sano, percio il ripristino digelli di miR-122 in vitro porta al
ripristino dei livelli fisiologici del miR-122. Larasfezione del miR-122 in Hep3B
e SNU449 ha determinato una riduzione dei livalespressione della ciclina G1
del 55% e 25%, rispettivamentédura 13B).

Per determinare se il predetto sito del miR-12%¢mée nel 3'UTR della
ciclina G1 (CCGN1) era effettivamente responsalgdla sua regolazione,
abbiamo clonato un’ampia porzione del 3'UTR di icial G1, contenente la
regione complementare al miR-122, a valle del geperter presente nel vettore
pGL3. Abbiamo nominato tale vettore ricombinanteLB&CGN1 e I'abbiamo
utilizzato in esperimenti di co-trasfezione conmiR-122 o con un controllo
negativo nelle cellule Hep3B. Il vettore pRL-TK,ntenente il gene di Luciferasi
di Renilla, é stato utilizzato come vettore di ¢colid per la normalizzazione
dell'attivita luciferasica con il saggio Dual Luerhse assay (Promega). Come
mostrato in figura 13C, I'attivita luciferasica éminuita di 2 volte nelle cellule
co-trasfettate con il miR-122 (miR) rispetto altdlgle trasfettate con il vettore da
solo (p=0.0008, t test) e di 1.5 volte rispettce atkellule co-trasfettate con il
controllo negativo (NC) (p=0.0038, t test). Premiéme, tali dati dimostrano che

la ciclina G1 & un bersaglio diretto del miR-128e&nee cellulari di HCC.
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Figura 13. La ciclina G1 e un target del miR-122(A) Analisi di Real time
PCR del miR-122 in Hep3B e SNU449 trasfettate ¢aniR-122 o con un
controllo negativo (NC). Il campione di fegato saifs) e stato utilizzato
come campione di riferimento per i livelli fisioleg di miR-122. La sonda
UG6RNA e stata utilizzata come gene housekeepinfasise delle ordinate e
riportato il valore di 2*°“Y in scala lineare. Ogni campione & stato analizzato
in triplicato. Nel grafico é riportato il valore mi® e la deviazione standard
(SD) di ciascun campiongB) Analisi di Western blot della ciclina G1
(CCGNL1) nelle linee Hep3B e SNU449 trasfettate miR-122 (miR) o con il
controllo negativo (NC). Lap-actina e stata utilizzata come gene
housekeeping. Q) Saggio di luciferasi nelle cellule Hep3B. L’attiit
luciferasica del vettore pGL3-CCGN1 é significathente ridotta in presenza
del miR-122 (miR) rispetto al controllo negativoGNo al vettore da solo.
L’'attivita di luciferasi di Lucciola e stata nornmata con Iattivita di
luciferasi di Renilla contenuta nel vettore pRL-T&®gni campione e stato
analizzato in triplicato in due esperimenti diverSiolonne: valore medio;
barre: deviazione standard.

Successivamente, i livelli di espressione del miR-E del suo bersaglio,
ciclina G1, sono stati analizzati in campioni proeati da HCC e da tessuto
cirrotico circostante la neoplasia. L’anaksd vivoha mostrato la presenza di una
correlazione inversa tra miR-122 e ciclina G1 impé&ni di HCC Figura 14).

Tale dato suggerisce che il miR-122 potrebbe geocer ruolo importante nella
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regolazione dei livelli di ciclina G1 nel tessutpaéico ed avere un ruolo chiave

nel processo di epatocarcinogenesi.

18 42 33 1 52 38 30 27
HCC LC HCC LC HCC LC HCC LC HCC LC HCC LC HCC LC HCC LC
firlina - e N e e G o e G
R-actina RN, RSN CNEERRNR MR SRR OO T pe——— O
HCCiLC +144% +48% +20% +115% +B7% 1% £8% +50%

miR-122
U6 RNA

. e —

HCC/LC 73% 24% 22% 20% 26% +25% +85% 40%

Figura 14. Correlazione inversa tra ciclina G1 e miR-122 in tmori
primari di HCC. 1 livelli di miR-122 nei campioni di HCC sono stati
analizzati tramite Northern blot e normalizzatilauvase dei livelli del gene
housekeeping U6RNA. | livelli di ciclina G1 sonoastanalizzati tramite
Western blot e normalizzati sulla base del geneéloeeping-actina. | valori
percentuale rappresentano l'incremento o la dimone di miR-122 e della
ciclina G1 nei campioni di HCC rispetto al circagafegato cirrotico (LC).

3.2.1 Il microRNA-122 regola I'espressione e la dtdita di p53 attraverso la

modulazione di ciclina G1

Dati di letteratura dimostrano che la ciclina Gtiraawerso il reclutamento
della fosfatasi 2a (PP2A), € in grado di regolaegativamente la stabilita della
proteina p53 (80). Sulla base di queste osservaziapbiamo deciso di
investigare il ruolo del miR-122 nella modulaziode p53 in linee cellulari

derivate da epatocarcinoma.

La linea cellulare HepG2 e stata selezionata psoVaa-espressione del miR-
122 in quanto non esprime tale miR a livello basalentre possiede un’isoforma
wild-type di p53 ed alti livelli proteici di ciclia G1 Figura 15A, B). Quarantotto
ore dopo la trasfezione, I'espressione del miR-&2ata valutata tramite Real

time PCR e paragonata a quella di tessuti provéngenfegato sano, HCC e
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fegato cirrotico. Le cellule trasfettate mostraivelli di miR-122 paragonabili a
quelli del fegato sano (5.5 verso 4.7, rispettivat@g mentre le cellule trasfettate
con il controllo negativo, mostrano livelli nonavabili di miR-122 Figura
15A). Al contrario, il silenziamento del miR-122 e tstaeseguito nella linea
cellulare Huh-7 in quanto essa e l'unica linea dCCH che esprime
costitutivamente il miR-122 (55) in presenza digvdiselli di ciclina G1 Figura
15A, B). Inoltre, la linea cellulare Huh-7 possiede uofggma mutata della
proteina p53, come nel 30% dei casi di HCC (89)a Wdduzione di 3.2 volte dei
livelli di miR-122 e stata osservata dopo trasfeeialelle cellule Huh-7 con
I'anti-miR-122 quando confrontato con cellule teddte con un oligonucleotide

di controllo Figura 15A).

B-actina

Figura 15. Espressione del miR-122 in linee cellulari e campio di HCC.

(A) Real time PCR dehiR-122 in cellule trasfettate, campioni proveniefa
fegato sano, HCC e fegato cirrotico (LC) di dueigatz (Tabella 19, N° 1 e
24). | pool di HCC e LC si riferiscono a pool dicdmpioni di HCC e di LC
(Tabella 19, N°: 5, 21, 38 e 56). Il gene U6RNAt@t utilizzato come gene
housekeeping. Nell'asse delle ordinate & riporiiat@lore di 2%V in scala
lineare.Ogni campione € stato analizzato in trgsc Colonne: valore medio;
Barre: deviazione standard)(Analisi Western blot per la ciclina G1 sulle
linee Huh-7 e HepG2. LB-actina e stata utilizzata come gene housekeeping.
valori riportati indicano il rapporto tra il valomi densitometria della ciclina

G1 e quello dellg-actina.
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In seguito abbiamo valutato tramite analisi diWestélot i livelli di
espressione della ciclina G1 in seguito a trasfezidelle cellule col miR-122.
Una diminuzione di 2.0 volte dei livelli di espres®se della ciclina Gled un
incremento dei livelli proteici di p53 pari a 2.alte e stato osservato nelle cellule
HepG2 trasfettate con il miR-122 rispetto alle well trattate con un
oligonucleotide di controllo (NC)Higura 16A). Al contrario il silenziamento del
miR-122 nelle cellule Huh-7 ha portato ad un incgato di 2.2 volte dei livelli di
espressione della ciclina GFigura 16B). L'espressione di p53 non € stata
analizzata poiché le cellule Huh-7 esprimono ufdsma mutata di p53 cheporta

ad accumulo della stessa a livello nucleare.

Per verificare che la ciclina G1 fosse direttamentsponsabile della
modulazione di p53 in seguito a trasfezione del iR, abbiamo silenziato il
gene della ciclina G1 attraverso due differentiusege di small interfering RNA
(G1/238 e G1/832 siRNA) nella linea cellulare HepG& figura 16C mostra una
significativa diminuzione dei livelli di mRNA dellziclina G1 in seguito a
trasfezione con entrambi i SIRNA G1/238 e G1/8BRilénziamento della ciclina
G1 attraverso due diverse sequenze nucleotidicheddra che la sua regolazione
e specifica e non dovuta ad effetto ‘off-targetbbdamo scelto il sSiRNA G1/832
per i successivi esperimenti in quanto esso sinoslrato piu efficace nel
silenziamento della ciclina G1. Il silenziamentccilina G1 nelle cellule HepG2
ha portato ad una diminuzione di 1.5 volte deilliy@oteici di ciclina G1 ed un
aumento di 1.4 volte nei livelli della proteina p@3gura 16D). Presi insieme,
guesti dati suggeriscono che, attraverso la regmiazdi ciclina G1, il miR-122

modula I'espressione di p53.
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Figura 16. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano I'espressioneig53. (A, B)
Analisi di Western blot di ciclina G1 e p53 in ségla trasfezione con il miR-
122 o l'anti-miR-122 in cellule HepG2 e Huh-T)(Analisi di RT-PCR in
seguito a silenziamento con G1/238 e G1/832 siRNéowtrollo negativo
(Scramble) in cellule HepG2DJ§ Analisi di Western blot di ciclina G1 e p53
in seguito a silenziamento con G1/832 siRNA inwelHepG2. Lg-actina €
stata utilizzata come gene housekeeping sia nellandi WB che di RT-
PCR. I valori riportati indicano il rapporto travilore di densitometria della
ciclina G1, di p53 e quello delfactina.

Poiché la fosforilazione di p53 a livello del rasidaminoacidico Ser-20
modula l'interazione con linibitore Mdm-2, aument® I'emivita e lattivita
trascrizionale di p53 (90), abbiamo testato I'éffetel miR-122 e della ciclina G1
sui livelli di fosforilazione della Ser-20. L'analidi Western blot ha mostrato un
aumento della fosforilazione della Ser-20 nelle afiule HepG2 trasfettate col
miR-122 che in quelle silenziate per la ciclina G%.0 e 3.0 volte,
rispettivamente) Kigura 17A). Per valutare il ruolo del miR-122 e della cielin
G1 sullattivita trascrizionale di p53, abbiamo miato I'attivita luciferasica di un

vettore reporter contenente elementi responsib3 (pp53-TA-luc) in seguito a

co-trasfezione col miR-122 o con il sSiRNA G1/832 e ciclna G1 nella linea
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cellulare HepG2. Un aumento significativo (p<0.0f-test) dell’attivita
luciferasica e stato osservato sia nelle cellulgasesprimenti il miR-122 che in
quelle silenziate per la ciclina G1 (2.6 e 1.5 @plispettivamente), rispetto alle
cellle co-trasfettate con oligonucleotidi di cofiwqFigura 17B). Per confermare
'aumento di attivita trascrizionale di p53, abb@mmalutato I'espressione degli
MRNA di due geni target di p53, Bax e Puma. Comatrat in Figura 17C,
entrambi i target trascrizionali di p53 risultanovia-espressi sia nelle cellule
trasfettate col miR-122 che in quelle silenziate lpeciclina G1. Presi insieme,
questi dati dimostrano che il miR-122 induce I'amboedell’attivita trascrizionale

di p53, almeno in parte, attraverso la regolazaeia ciclina G1.

A

NC miR-122 Scramble G1/832
Pp53 —— ———

1.0 5.0 10 3.0
B-actina —
B
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0,0 4 x .

HC miR-122 scramble G1 siRHA
c NC miR-122 Scramble G1/832
Bax - - — - - - -
Puma B — S —
R-actina — —— CE——  CEES——

Figura 17. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano I'attivita trascrizionale di
p53. (A) Analisi di Western blot di fosfo-p53 (Ser-20) in p{&2 trasfettate
col miR-122, con G1/832 siRNA o con controlli negafNC, Scramble). La
B-actina é stata utilizzata come gene housekeepirgjori riportatoi indicano

il rapporto tra il valore di densitometria di fogdé3 e quello dp-actina.(B)

Le cellule HepG2 sono state co-trasfettate con vettore respores p53
(pp53TA-luc) o vettore vuoto (pTA-luc) in presenda miR-122, G1/832
siRNA o controlli negativi. L'attivita di lucifera® stata valutata 24h dopo la
trasfezione. | risulati sono riportati come rappodell’attivita luciferasica
delle cellule trasfettate con pp53TA-luc rispettqueelle trasfettate con pTA-
luc. Colonne: valore medio di due esperimenti iedgbenti; Barre: deviazione
standard. €) Analisi di RT-PCR di Bax e Puma in seguito a sovra-
espressione del miR-122 o silenziamento con G1/RBBNA in cellule
HepG2. LaB-actina é stata utilizzata come gene housekeeping.
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Da notare che I'aumento di p53 in seguito allafé@ene col miR-122 é piu
elevato rispetto a quello indotto dal silenziameaédia ciclina G1. Questo dato
suggerisce che il miR-122 possa regolare I'esprassili piu di un gene bersaglio
appartenente al pathway di p53. Abbiamo quindi @segun’analisi bio-
informatica (attraverso lalgoritmo miRanda), la atpr ha consentito di
individuare la subunita regolatorfs, isoformaf (PPP2R5B), della fosfatasi 2a
(PP2A) come ipotetico gene bersaglio del miR-12ati @i letteratura riportano
che I'associazione della ciclina G1 con la subupiidella PP2A promuove la de-
fosforilazione del repressore di p53, Mdm-2 (91));9@ercido, una diretta
regolazione della subunita regolatoria di PP2A daepdel miR-122 potrebbe
aumentare I'effetto mediato dalla ciclina G1. Lgufia 18 mostra I'aumento dei
livelli di p53 sia dopo il silenziamento della sultd PPP2R5B che in seguito alla
trasfezione col miR-122 (2.4 e 1.9 volte, rispeente). Questi dati
suggeriscono che l'inibizione di ciclina G1 e diFZR5B da parte del miR-122
contribuiscono entrambe alla modulazione dell’esgicme di p53. Ulteriori studi
saranno necessari per elucidare i meccanismi makeattraverso cui il miR-122

regola I'espressione di PPP2R5B.

NC miR-122  Scramble ppp2R5B si
— — — PPP2R5B
10 077 1.0 0.35

Sl - BT W
10 24 1.0 1.9

T W W W (-actina

Figura 18. La subunitda PPP2R5B regola I'espressione di p53 nallinea
HepG2. Analisi di Western blot per 53 e PPP2R5B in segaitvasfezione
con miR-122, PPP2R5B siRNA o controlli negativi (N&&ramble) in cellule
HepG2. Lap-actina €& stata utilizzata come gene housekeepinglori
riportati indicano il rapporto tra il valore di dg@tometria di fosfo-p53, di
PPP2R5B e quello delf@&actina.
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3.2.2 1l microRNA-122 e la ciclina G1 regolano iliclo cellulare e I'invasione

della linea cellulare HepG2

Un’attenta osservazione al microscopio delle celltlepG2 in seguito a
trasfezione col miR-122 o al silenziamento delidita G1 ha evidenziato una
diminuita crescita cellulare ed una variazione alefiorfologia, con cellule piu
allungate e con protrusioni citoplasmatiche. Questervazioni hanno suggerito
che il silenziamento della ciclina G1 mediata dRNA o dal miR-122 modifica
il fenotipo cellulare della linea HepGEiQura 19A). Abbiamo percio analizzato
la distribuzione delle cellule nelle differenti fadel ciclo celulare attraverso
analisi di citofluorimetria (FACS). Un aumento d20% della popolazione
cellulare nella fase G1 ed una diminuzione delluieenella fase G2/M e stato
osservato in seguito a trasfezione con miR-122lendamento di ciclina G1
(Figura 19B). La diminuzione delle cellule nella fase G2/Mredccordo con
precedenti dati di letteratura che descrivono ¢mlazione del check-point G2/M

da parte della ciclina G1(85).
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Figura 19. Il miR-122 e la ciclina G1 influenzano la morfologh ed il ciclo
cellulare della linea HepG2.(A) Analisi al microscopio confocale di cellule
HepG2 trasfettate con miR-122, ciclina G1 siRNAoatolli negativi (NC,
Scramble); ingradimento 10XB) Analisi del ciclo cellulare di cellule HepG2
trasfettate con miR-122, ciclina G1 siRNA e corirokegativi. Colonne:
valore medio di due esperimenti indipendenti; batexiazione standard.

Per caratterizzare ulteriormente I'effetto del mMi®2 e del suo gene target,
ciclina G1, nella modulazione del fenotipo dellelliide HepG2 abbiamo
analizzato la capacita invasiva delle cellule #tiafe con miR-122 o G1/832
SsiRNA tramite Matrigel assay. Il saggio di invasedma mostrato una diminuzione
del numero di cellule in grado di attraversarettate di Matrigel, sia nelle cellule
trasfettate col miR-122 (1.6 volte, p=0.006, tXedte in quelle silenziate per la
ciclina G1 (1.3 volte, p=0.04, t-testfrigura 20A). Allo scopo di investigare i
pathway molecolari coinvolti nella modulazione dellapacita invasiva delle
cellule trasfettate con miR-122 o G1/832 siRNA, iabio analizzato
I'espressione della proteina E-caderina, una mddenota per il suo ruolo nei

processi adesione tra cellule e nell’invasioneutaié (93). L'analisi di Western
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blot ha mostrato un aumento dei livelli di espressi della E-caderina nelle
cellule sovra-esprimenti il miR-122 (1.5 volte),noe pure nelle cellule silenziate
per la ciclina G1 (1.3 volte)F{gura 20B). Poiché non e stata osservata nessuna
regolazione a livello del’lmRNA di E-caderina, ahimo ipotizzato un
meccanismo di regolazione post-trascrizionale.tlepun’analisi bio-informatica
(algoritmo miRanda) ha evidenziato che PDGF1A eeat-Bbno bersagli ipotetici
del miR-122, suggerendo che tale microRNA potrebbgolare I'invasione
attraverso la modulazione di multipli pathway moleci. Presi insieme, tali dati
suggeriscono un ruolo attivo del miR-122 sia nel@dulazione del ciclo

cellulare che dell'invasione in linee cellulari dete da epatocarcinoma.
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Figura 20. Il miR-122 e la ciclina G1 regolano l'invasione déh linea
cellulare HepG2. (A) Matrigel assay di cellule HepG2 trasfettate con miR
122 0 G1/832 siRNA. Quattro campi indipendenti setati considerati per la
conta delle cellule invasive ad un ingrandimento28K. Colonne: valore
medio; barre: deviazione standard. (B) Analisi cestérn blot ed RT-PCR per
la E-caderina in cellule HepG2 trasfettate con m#R2; G1/832 siRNA o
controlli negativi. LaB-actina é stata utilizzata come gene housekeepéng s
nell'analisi di Western blot che di RT-PCR. | valaiportati indicano il
rapporto tra il valore di densitometria di E-cadarep-actina.
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3.2.3 Il microRNA-122 e la ciclina G1 sensibilizzamla linea cellulare HepG2

al trattamento con Doxorubicina

In seqguito alla trasfezione con miR-122 o ciclind &RNA nelle cellule
HepG2 non e stata osservata alcuna variazione roekgso di morte cellulare
(conta con Trypan Blue). Nonostante questo, polahéclina G1 e attivata in
risposta al danno al DNA (86), abbiamo investigéo modulazione della
sensibilita al trattamento con il chemioterpico Dabicina delle cellule HepG2
in seguito a sovra-espressione del miR-122 o sdemento della ciclina G1.
Abbiamo scelto la Doxorubicina poiché al momentbfarmaco anti-neoplastico
piu utilizzato nel trattamento del’lHCC in stadiotermedio-avanzato. Inoltre la
Doxorubicina induce morte cellulare per apoptosmaniera sia p53 dipendente
che indipendente (94), abbiamo quindi testato erieale linee cellulari HepG2 e
Huh-7 che differiscono per lo status di p53 e ltespione del miR-122. Le
cellule HepG2 sono state trasfettate sia con il-a#2R che con il sSiRNA contro
ciclina G1 e sottoposte per 24h a trattamento comoRubicina. L’analisi al
FACS per I'Anexina V ha rivelato un aumento del muondi cellule apoptotiche
sia nelle cellule trasfettate con il miR-122 (1@te, p=0.001, t-test) che con
G1/832 siRNA (1.2 volte, p=0.002, t-tesBidura 21A). Come ulteriore prova,
abbiamo saggiato tramite Western blot i livelli @ipressione della caspasi-3
attivata ed abbiamo osservato un incremento de#ieattivazione sia nelle cellule
trasfettate col miR-122 che nelle cellule sileriger la ciclina G1 (1.3 e 3.2
volte, rispettivamente). Inoltre, I'analisi del gat trascrizionale di p53 ad attivita
pro-apoptotica, Puma, ha mostrato un aumento dphéssione sia nelle cellule

sovra-esprimenti il miR-122 che in quelle trasfietteon G1/832 siRNA (1.7 e 1.4
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volte, rispettivamente)Fgura 21B). Poiche la linea cellulare Huh-7 esprime
costitutivamente il miR-122, questa linea é stailizmata per investigare I'effetto
del silenziamento del miR-122 in seguito a trattatmecon Doxorubicina. Nelle
cellule Huh-7 trattate con anti-miR-122 é stataeossta una diminuzione di 1.2
volte del numero di cellule apoptotiche (p=0.001est), mentre, in maniera
simile a quanto osservato nella linea HepG2, drmilamento della ciclina G1 ha
portato ad un aumento della suscettibilita dellkulee Huh-7 al trattamento con
Doxorubicina (1.3 volte, p=0.05, t-testligura 21C). Presi insieme, questi dati
dimostrano che il miR-122 aumenta la suscettibilitgelle cellule di
epatocarcinoma al trattamento con Doxorubicinaatiso vie molecolari sia p53

dipendenti che indipendenti.
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Figura 21. Il miR-122 e la ciclina G1 influenzano la sensibila alla
Doxorubicina in linee cellulari di HCC. (A) FACS Anexina V assay in
cellule HepG2 trasfettate con miR-122 o G1/832 #RM trattate con
Doxorubicina (5.Qug/ml). (B) Analisi di Western blot per lacaspasi-3 attivata
e Puma in cellule HepG2 trasfettate con miR-122188G2 siRNA. Lap-
actina e stata utilizzata come gene housekeepwaoti riportati indicano il
rapporto tra il valore di densitometria dei 2 gemyuello dellg3-actina. C)
FACS Anexina V assay in cellule Huh-7 trasfettatsh @nti-miR-122 o
G1/832 siRNA e trattate con doxorubicinay@ml). Colonne: valore medio
di 3 esperimenti indipendenti; barre: deviazioraandard.
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3.2.4 1l microRNA-122 e la ciclina G1 correlano convariabili clinico-

patologiche di pazienti con epatocarcinoma

Per verificare se i dati ottenutn vitro potessero avere un significato
funzionale anchén vivo, abbiamo analizzato I'espressione del miR-122 iteam
Real time PCR in 57 campioni provenienti da tessitdCC e circostante fegato
cirrotico (Tabella 19. A causa della limitata disponibilita dei pezhirargici,
I'espressione della ciclina G1 e stata analizztita\erso analisi di Western blot
solo in 35 dei 57 campioni di HCC. L'analisi Kapl&teier ha rivelato che bassi
livelli di miR-122 correlano con un ridotto tempd idsorgenza della recidiva
epatica (TTR) Figura 22A), viceversa non e stat osservata alcuna corrglazio
statisticamente significativa con i dati di sopraenza Figura 22B). Al
contrario, bassi livelli di ciclina G1 sono risultaignificativamente associati ad
un aumento della sopravvivenza dei pazienti soHbp resezione epatica per
HCC, ma non con il TTRHjgura 22C, D). Nessuna correlazione € stata osservata
tra I'espressione del miR-122 o della ciclina Gliduelli di alfa-fetoproteina
(AFP), le dimensioni del tumore, il grado di fotalil'eziologia ed il grado isto-

patologico degli epatocarcinomi analizzati.
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Figura 22. Probabilita di insorgenza della recidiva epatica e
sopravvivenza in pazienti con HCC(A, B) Associazione tra i livelli di miR-122
ed il TTR o la sopravvivenza. Alti e bassi livellii miR-122 sono stati
categorizzati in base al valore mediG, O) Associazione tra i livelli di ciclina
Gl ed il TTR o la sopravvivenza. Alti e bassi llvali ciclina G1 sono stati
categorizzati in base al valore medio. | log-rarkafue provengono dall’analisi
di Kaplan-Meier.
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Tabella 19. Caratteristiche dei pazienti analizzatnello studio del microRNA-
122.

Eta Genere Eziologia (1) Focalita Dimensioni AFP Grado (5)
2) 3) (4)

1 65 M HBV+Ethanol uni 3.0 5.0 G2
2 52 M None uni 5.0 5.0 G2
3 70 M HCV uni 4.0 35 G3
4 65 F HCV uni 3.0 3.0 G3
5 62 F HCV uni 3.0 76 G3
6 67 M HCV uni 6.0 3352 G2
7 77 M HBV-Ab uni 5.0 4.0 G3
8 70 F Ethanol uni 5.0 537 G3
9 65 M HCV+Ethanol uni 3.0 20 G3
10 80 F HCV uni 5.0 76 G3
11 59 F HCV uni 6.0 7.0 G4
12 66 F HCV uni 8.0 9572 G3
13 68 F None uni 55 2.0 G3
14 59 M HCV uni 5.0 86 G3
15 82 F HCV uni 75 964 G3
16 60 M Ethanol uni 1.8 156 G2
17 78 M HCV uni 3.0 9.0 G2
18 54 M HBV uni 4.0 162 G2
19 69 M HCV uni 10 390 G3
20 74 M None uni 11 78 G3
21 73 M HCV uni 45 2 G3
22 77 M HCV uni 2.2 48 G2
23 71 F HCV uni 2.0 276 G3
24 68 M HCV multi 25 5.0 G2
25 81 M HCV uni 3.0 8.0 G3
26 74 M HCV uni 35 2198 G2
27 74 M HCV+HBV multi 3.0 75 G4
28 82 M None multi 5.2 4.0 G3
29 51 M HBV+HCV multi 7.0 1924 G3
30 79 M HCV multi 10 7.0 G3
31 70 M HCV multi 2.3 46 G3
32 72 M HCV multi 3.4 18 G3
33 70 M None multi 10 11 G2
34 75 M HCV multi 7.0 9.0 G3
35 59 M HCV multi 3.0 76 G3
36 67 M None multi 6.0 18766 G3
37 65 M HCV multi 6.5 167 G3
38 76 M HBV-Ab multi 5.0 10000 G4
39 49 M HBV multi 4.0 2708 G4
40 53 F HCV multi 4.0 60 G3
41 62 F HCV multi 3.0 468 G2
42 79 M HBV multi 7.0 540 G4
43 68 M HCV multi 8.0 86 G3
44 65 F HCV multi 7.0 139313 G4
45 64 M HCV+Ethanol multi 6.5 8 G3
46 60 M HCV multi 3.2 15 G2
47 60 M HCV multi 1.3 257 G4
48 58 M HCV multi 3.0 132 G3
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49 66 M HCV uni 3.0 58 G2
50 75 M HCV multi 3.0 63 G3
51 68 M HCV uni 6.5 131 G3
52 66 M None uni 15 6 G3
53 70 F HCV multi 2.5 3 G3
54 74 F HBV+HCV uni 3.0 186 G2
55 69 F HCV uni 3.0 453 G2
56 74 M HCV+HBV-Ab uni 3.0 134 G3
57 70 M HCV+HBV uni 7.0 500 G4

1) Cause della sottostante patologia epatica: H&kus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb:
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso tiah; Criptogenici sono quei casi in cui sono
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, enomatosi, patologia di Wilson, deficienzaodi-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatitetaimmune e colangite sclerosante primaria.

2) Uni-o multifocalita & stata assegnata sulla ldis'ecniche di imaging precedenti I'intervento
chirurgico.

3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm)

4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurptima dell'intervento.

5) Grado di HCC é stato assegnato attraversoercdi Edmonson e Steiner’s (74).
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3.3 Studio del ruolo biologico del microRNA-221: rgolazione di

CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 in linee cellulari di epatcarcinoma

Tra i 35 microRNA deregolati nei tessuti di HCC moho successivamente
studiato il microRNA-221. Il miR-221 e infatti ungei pochi microRNA della
signature ad essere sovra-espresso nel tessuto tumorakdtois@l circostante
fegato cirrotico, dato che ha fatto ipotizzare ad mwolo attivo di questo
microRNA nel processo di epatocarcinogenesi. lapltrun aumento
dell'espressione del miR-221 era stata osservatheam altri tipi di tumore
umano quali glioblastoma (95), cancro della ves¢@&, tumore papillare della
tiroide (97) e cancro del pancreas (98), suppodauiteriormente il ruolo pro-
oncogenico di questo microRNA nel processo di tugemesi. In aggiunta, la
sovra-espressione del miR-221 era stata precedenterassociata allaumentata
proliferazione di cellule cancerose, probabilmeatiaverso la sua capacita di
regolare la proteina oncogenica c-kit (76) e [litobe delle cinasi-ciclina
dipendenti CDKN1B/p27 (99-102), un importante colidre del ciclo cellulare.

Allo scopo di studiare il ruolo del miR-221 nel pesso di epatocarcinogenesi
ed al fine di individuare ipotetici geni bersaglaibiamo eseguito un’analisi bio-
informatica utilizzando gli algoritmi miRanda, Tat§can e PicTar. Da tale
analisi, entrambi gli mMRNA di CDKN1B/p27 e CDKN1G/p sono stati predetti
da almeno due degli algoritmi utilizzati come igatiegeni bersaglio del miR-
221; infatti, entrambi presentano uno o piu sitnptementari alla sequenza del
miR-221 nelle loro regioni 3'UTR.

Dati di letteratura riportano la sotto-espressidn€DKN1B/p27 nei tessuti di

HCC quando confrontati con il circostante tessuitmtico. Inoltre, la diminuita

107



espressione di CDKN1B/p27 mostra un rilevante $igato prognostico
nell'epatocarcinoma umano, essendo associata adtadim tumorale avanzato, a
diminuita sopravvivenza ed insorgenza di recidiyatiea (103). La sotto-
espressione di CDKN1C/p57 nellHCC e stata ancl'essrelata ad un fenotipo
tumorale a piu elevata aggressivita biologicaadidumorali piu avanzati, ad uno
scarso differenziamento, a presenza di invasiongalpoed elevata attivita
proliferativa. Inoltre, un basso indice di espressi di CDKN1C/p57 € stato
associato ad una prognosi peggiore e ad un dimineimpo di sopravvivenza in
pazienti curativamente trattati per HCC; suggerecie la sotto-espressione di
CDKN1C/p57 potrebbe contribuire alla progressionell’&patocarcinoma
attraverso la modulazione della crescita celluf@@4, 105). Il nostro ed altri
gruppi di ricerca hanno recentemente riportato ciea il 26% degli HCC
mostrano una perdita della metilazione dell’allelaterno nel locus soggetto ad
imprinting, KvDMR1, situato nel cromosoma 11p15.6ve si trova il gene
CDKN1C/p57 (106, 107), e che tale meccanismo éveotio nella riduzione
dell’'espressione di CDKN1C/p57 (108). Nonostantesfjo, in una casistica non
selezionata di HCC, abbiamo osservato una riduziendivelli di CDKN1C/p57
nell’80% dei casi di HCC, dato che fa ipotizzaréealstenza di altri meccanismi
molecolari implicati nella regolazione di CDKN1C/p5Sell'epatocarcinoma
umano, oltre all'aberrante metilazione genica. Bamento che la predizione
bioinformatica ha indicato CDKN1C/p57 come possilbersaglio del miR-221,
in questo lavoro di tesi abbiamo investigato laotagione dei due inibitori del
ciclo cellulare CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 da parté méR-221.

Alla luce di questi dati, per caratterizzare ladlegione dei due inibitori del

ciclo cellulare da parte del miR-221 abbiamo amalkia tramite Northern blot
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I'espressione del miR-221 in tre linee cellulanidate da HCC (Hep3B, SNU398
e SNU449). Nelle stesse linee cellulari abbiamocessivamente investigato,
tramite Western blot ed RT-PCR, i livelli di esmiesie dei due target molecolari,
CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 Kigura 23). Questa analisi ha mostrato una
correlazione inversa tra i livelli di espressiored 0hiR-221 ed i livelli proteici di
entrambi i geni target, mentre non é stata rivedddana correlazione tra il miR-
221 e l'espressione dellmRNA dei due bersagli roolari. Tali osservazioni
fanno ipotizzare ad una regolazione di tipo pastdrizionale, ed in particolare al

blocco della traduzione, da parte del miR-221 si@ geni bersaglio.

miR-221 -

p57 proteina — -
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Figura 23. Correlazione inversa tra miR-221 e ipotetici geni drget,
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 Analisi di Northern blot del miR-221 in tre
linee cellulari di HCC. Il gene U6RNA e stato wtidlato come housekeeping.
Analisi di Western blot ed RT-PCR di CDKN1C/p57 ®KN1B/p27 nelle
stesse tre linee di HCC. Ifaactina e stata utilizzata come gene housekeeping
per la normalizzazione sia dei livelli proteici aienRNA.

109



Per quel che riguarda la successiva analisi fumkom vitro, abbiamo
selezionato la linea cellulare Hep3B sia per l'esspressione che per il
silenziamento del miR-221, in quanto tale lineariesp livelli intermedi di miR-
221 rispetto alle altre linee analizzate insiemevelli piuttosto elevati dei due
ipotetici geni bersaglio. La trasfezione del miRt28elle cellule Hep3B ha
determinato una diminuzione di 1.8 e 2.6 volte elddande corrispondenti a
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente, quandofantate con le cellule
trasfettate con il solo controllo negativo (Negat@ontrol #1 precursor miRNAS)
(Figura 24A). Al contrario, le cellule Hep3B trasfettate céanti-miR-221 hanno
mostrato un incremento di 1.9 e 1.4 volte nei liveli espressione di
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamente, se panage alle cellule trattate
con il controllo negativo (Negative Control #1 miRNhhibitors) Figura 24B).
Inoltre, I'over-espressione del miR-221 & stataettifita anche sulla linea
cellulare SNU398, la quale esprime livelli basablto bassi di miR-221 ed alti
livelli proteici di CDNK1C /p57e CDKN1B/p27. La tséezione del miR-221
nelle cellule SNU398 ha portato ad una diminuzidn8.4 e 1.9 volte dei livelli
di espressione di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispetimente, quando
confrontatae con le cellule trattate con il comtrahegativo Figura 24C). Il
silenziamento del miR-221 non e stato eseguit@dméa SNU398 in quanto essa
esprime livelli costitutivi di miR-221 molto basshbbiamo invece eseguito il
silenziamento del miR-221 nella terza linea cetkiltestata, SNU449, la quale
esprime livelli costitutivi di miR-221 molto elevahsieme a bassi livelli dei due
inibitori delle cicline-cinasi dipendenti (CDKI).eLcellule SNU449 trasfettate con
I'anti-miR-221 hanno mostrato un incremento di .3.0 volte nei livelli proteici

di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27, rispettivamentadura 24D).
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Figura 24. Il miR-221 regola CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 in linee
cellulari di HCC. (A) Analisi di Western blot di CDKN1C/p57 e
CDKN1B/p27 nelle cellule Hep3B trasfettate col n#R1. NC: Negative
Control #1 precursor miRNAs; miR: miR-22B)(Analisi di Western blot di
CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27 nelle cellule Hep3B tratdet con anti-miR-
221. NCi: Negative Control #1 inhibitor miRNAs; AManti-miR-221. C)
Analisi di Western blot di CDKN1C/p57 e CDKN1B/p27elle cellule
SNU398 trasfettate col miR-22D) Analisi di Western blot di CDKN1C/p57

e CDKN1B/p27 nelle cellule SNU449 trasfettate comi-eniR-221. Laf-

actina e stata utilizzata come gene housekeeping.

Poiché la regolazione di CDKN1B/p27 da parte deR+BR1 era gia stata
dimostrata in altri tipi di tumore umano (99-102pbiamo focalizzato la nostra
attenzione nello studio dell'interazione tra miRt22 CDKN1C/p57. Per
dimostrare il legame diretto del miR-221 al sitanpdementare presente nella
regione 3'UTR del’lRNA messaggero di CDKN1C/pSigura 25A), abbiamo
clonato una porzione (295 bp) del 3'UTR di CDKN1&7pa valle del gene
reporter contenuto nel vettore pGL3. Il vettoreicosstruito € stato nominato
pGL3-p57 ed € stato utilizzato in esperimenti diresfezione con miR-221, anti-
miR-221 o controlli negativi nelle linee celluladep3B e SNU449. Il vettore
pRL-TK, contenente il gene di luciferasi di Renil&a stato utilizzato per
normalizzare le differenze nell’efficienza di tresione. L’attivita luciferasica

nelle cellule Hep3B co-trasfettate con il vettor&€LB3-p57 ed il miR-221 é

risultata diminuita del 29% quando paragonata tdlegative Control#1 miRNA
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precursors (NC) (p=0.001, t-test)Figura 25B). Al contrario, [Iattivita
luciferasica del vettore pGL3-p57 nella linea SNB44 seguito a co-trasfezione
con anti-miR-221 é risultata aumentata del 27%ndagaragonata con Negative
Control #1 miRNA inhibitors (NCi) (p=0.0008 at tst¢ (Figura 25B). Presi
insieme, i dati di immunoblot e di saggio di lucd#dsi dimostrano che i due
inbitori del ciclo cellulare, CDKN1C/p57 e CDKN1EIp, sono direttamente

regolati dal miR-221 in linee cellulari di epatodaoma.
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Figura 25. Regolazione diretta di CDKN1C/p57 mRNA da parte demiR-
221. (A) Sito complementare al miR-221 in CDKN1C/p57 3'UTébme
predetto dall’algoritmo TargetScarB)(Saggio di luciferasi in cellule Hep3B
e SNU449 trasfettate con miR-221, anti-miR-221 etradli negativi. NCi:
Negative Control #1 inhibitor miRNAs; AM: anti-miR21; NC: Negative
Control #1 precursor miRNAs; miR: miR-221. Ogni gaome e stato
analizzato in triplicato in due esperimenti diffetie Colonne: valore medio;
Barre: deviazione standard.
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3.3.1 Il microRNA-221 regola il ciclo cellulare ed crescita in linee cellulari di

epatocarcinoma

Poiché i due bersagli molecolari del miR-221 sonatgine coinvolte nella
regolazione del ciclo cellulare, ed in particolaadla transizione G1/S, abbiamo
analizzato il ruolo del miR-221 nella regolazionella crescita e del ciclo
cellulare in linee cellulari derivate da HCC. Dopé, 48 e 72h dalla trasfezione
con miR-221 o anti-miR-221, le cellule Hep3B sotates raccolte e contate con
camera di Burker. A 72h dalla trasfezione, I'ovepiessione del miR-221 ha
determinato un incremento della crescita cellutarg.3 volte rispetto alle cellule
trasfettate con il controllo negativo (p=0.011e$t), mentre il silenziamento del
miR-221 ha causato una diminuzione di 1.5 voltemehero di cellule quando
confrontato con il controllo negativo (p=0.003,ett) Eigura 26A). Per
confermare tale dato, abbiamo eseguito lo stegseriesento su di una seconda
linea di HCC, le SNU398, la quale e stata utiliazper I'over-espressione del
miR-221, dal momento che esprime livelli basali tmddassi di tale microRNA.
Dopo 24 e 48h dalla trasfezione del miR-221 e stgistrato un incremento nel
numero di cellule di 1.5 (p=0.002, t-test) e 1.4lteyo(p=0.0006, t-test),
rispettivamente, in confronto alle cellule trattaten un oligonucleotide di
controllo Figura 26B). A 72h dalla trasfezione, l'incremento della cits
cellulare delle cellule SNU398 trasfettate con iRA221 risulta meno evidente,
probabilmente a causa del raggiungimento dellalgenta cellulare all’interno
del pozzetto.

In seguito abbiamo eseguito un’analisi citofluorira per investigare la

distribuzione delle cellule Hep3B nelle diversa & ciclo cellulare in seguito a
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trasfezione con il miR-221. Tale analisi ha rivelah incremento significativo
delle popolazione cellulare nella fase S (1.8 vq@te.005, t-test) nelle cellule
trasfettate col miR-221 rispetto a quello trastettaon un controllo negativo. Una

concomitante diminuzione delle cellule in fase Gita@éa osservata nelle cellule

over-esprimenti il miR-221Kjgura 26C).
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Figura 26. Il miR-221 regola la crescita cellulare di linee deulari di HCC.
(A) Curva di crescita delle cellule Hep3B dopo trasfeei con miR-221 e
antimiR-221. NCi: Negative Control #1 inhibitor miRRs; AM: anti-miR-
221; NC: Negative Control #1 precursor miRNAs; miRiR-221. B) Curva
di crescita delle cellule SNU398 dopo trasfezioor miR-221. Ogni dato é
stato ottenuto in triplicato. In grafico sono mastri valori medi piu le
deviazioni standard di ogni punto della curv@) Analisi del ciclo cellulare
nella linea Hep3B dopo 72h dalla trasfezione coR-221. Ogni dato e stato
ottenuto in duplicato. Colonne: valore medio; Badeviazione standard.
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3.3.2 Correlazione inversa tra il microRNA-221 e due target molecolari in

pazienti con epatocarcinoma

| pazienti appartenenti alla casistica analizzategquesto studio sono stati
selezionati sulla base dei livelli mMRNA della piote CDKN1C/p57. Ovvero,
sono stati selezionati solo quei pazienti che rawatno livelli di mMRNA simili tra
il tessuto proveniente da HCC e quello proveniéaleegato cirrotico circostante
il nodulo. Questo per evitare quel 25-30% di casiHCC che mostrano
un’aberrante mutilazione del promotore del gene GID&/p57. Tra i 39 casi
selezionati inizialmente, solo 35 casi sono stafiezmonati per l'analisi di
correlazione tra miR-221 ed i suoi geni targegjuanto esprimevano livelli molto
simili di mRNA di CDKN1C/p57 tra HCC e fegato citimo. Ventisette dei 35
casi (77%) hanno mostrato una sotto-espressiora pedteina CDKN1C/p57;
una selezione dei casi e riportato in Figura 27d. dimostrare I'esistenza di una
correlazione inversa tra I'espressione del miR-22i1i livelli delle proteine
CDKN1B/p27 e CDKN1C/p57 nei campioni di HCC, abb@aseguito un’analisi
di Real time PCR per la quantificazione del miR-22l un’analisi di Western
blot per la quantificazione dei due CDKI nei 35st#saccoppiati di HCC e fegato
cirrotico (CE). Come mostrato in Figura 27B e Camgo i livelli proteici di
CDKN1C/p57 and CDKN1B/p27 sono stati graficati conitlivelli di miR-221, e
stata osservata una correlazione inversa tra pdremetri. Nessuna associazione
e stata individuata tra i livelli di miR-221 e lause della cirrosi sottostante il
nodulo tumorale, in particolare con le infezioniali, né con il sesso, il grado

istopatologico ed i livelli di AFP.
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Figura 27. Correlazione inversa tra il miR-221 e i due CDKI incampioni

d HCC. (A) Livelli di mRNA e proteina di CDKN1C/p57 in tessuli HCC e
circostante fegato cirrotico (CE). Casi rappredentanalizzati tramite RT-
PCR e Western blot. La 3-actina € stata utilizzatae gene housekeeping sia
a livello di mRNA che di proteina. | casi sono nuate in accordo alla
Tabella 20. B) Correlazione inversa tra miR-221 e CDKN1C/p5C¢ miR-
221 e CDKN1B/p27 in tessuti di HCC. Ogni dato dente da campioni di
HCC e stato normalizzato con il valore della ripatcirrosi ed espresso in
forma logaritmica (log2). Una correlazione statigthente significativa tra il
miR-221 ed i livelli proteici di CDKN1B/p27 e CDKMNIp57 € stata
osservata (p<0.001 per entrambi i CDKI) usandwad-tailed Pearson test.
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Tabella 20. Caratteristiche dei pazienti con HCC aalizzati nello studio del
miR-221 e dei due inibitori del ciclo cellulare, CBXN1B/p27 e CDKN1C/p57.

N. Eta  Genere Etiology (1) Focalita  Dimensioni AFP Grado (5)
2 (cm) (3) (ng/mL)
(@)

1 80 F HCV uni 5 76 G3
2 70 M HCV multi 2.3 46 G3
3 70 M HCV uni 4.8 95 G3
4 82 F HCV uni 7.5 67 G2
5 65 M HCV+Ethanol uni 3 19.6 G3
6 75 M HCV multi 5.4 9 G2
7 59 M HCV+BADb multi 3.8 10 G3
8 68 M HCV multi 25 5 G2
9 68 F HCV uni 3 9 G3
10 77 M BAb uni 5 4 G3
11 81 M HCV uni 3 210 G3
12 65 M HBV+Ethanol uni 3 5 G2
13 82 M None multi 5.2 4 G2
14 74 M HCV+HBV multi 3.4 75 G4
15 74 M HCV uni 3.5 2198 G3
16 60 M Ethanol uni 1.8 121 G2
17 76 M HBV multi 5 10000 G3
18 75 M None multi 15 6 G3
19 78 M HCV uni 3 9 G2
20 60 M HCV multi 1.3 257 G4
21 74 M None uni 11 78 G3
22 69 M HCV multi 10 7 G3
23 65 M HCV multi 6.5 167 G3
24 68 F None uni 5.5 2 G3
25 70 M None multi 10 11 G2
26 64 F HCV multi 3 148 G3
27 59 M HCV uni 5 86 G3
28 75 M HCV multi 3 63 G3
29 73 M HCV uni 45 2 G3
30 82 M None multi 5 4 G3
31 59 F HCV uni 6 7 G4
32 51 M HBV+HCV multi 7 1924 G3
33 78 M HCV multi 4 7 G2
34 66 F HCV uni 8 9572 G3
35 67 M None multi 6 18766 G3
36 68 F HCV uni 4 436 G3
37 67 M HCV multi 35 9 G3
38 78 M None multi 5.5 7 G4
39 71 M HCV uni 25 69 G2

1) Cause della sottostante patologia epatica: H&kus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb:
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso tiah; Criptogenici sono quei casi in cui sono
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, enomatosi, patologia di Wilson, deficienzaodi-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatitetatmmune e colangite sclerosante primaria.

2) Uni-o multifocalita & stata assegnata sulla ldis'ecniche di imaging precedenti I'intervento
chirurgico.

3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm)

4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurptima dell'intervento.

5) Grado di HCC é stato assegnato attraversoercdi Edmonson e Steiner’s (74).
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3.3.3 Il microRNA-221 regola l'espressione di Bmfn linee cellulari di

epatocarcinoma

Allo scopo di caratterizzare ulteriormente il rudlel miR-221 nel processo di
epatocarcinogenesi, abbiamo focalizzato la nostrenzone sullo studio di
molecole coinvolte nel processo di apoptosi. Infdtequilibrio tra segnali
proliferativi e segnali pro-apoptotici € stato aempente studiato in patologie
epatiche, dove il programma di morte programmata pgsere attivato sia
attraverso il coinvolgimento del recettore Fas(CD@be dei membri della
famiglia di Bcl-2 (109-111). A questo riguardo, raisi bioinformatica ha
consentito di individuare tra i target del miR-22d proteina Bmf (BCcl-2
modifying factor), un membro pro-apoptotico appaetge alla famiglia di Bcl-2.
Tale famiglia proteica € composta sia da membiiiagraptotici (Bcl-2, Bcl-xL,
Bcl-w, Mcl-1 e Al) che da membri pro-apoptotici qm@ndenti il gruppo di
Bax/Bak ed il gruppo delle proteine contenti il doim BH3 (Bmf, Bim, Bad,
Bik, Puma, Noxa e Hrk). Quest'ultimo gruppo di mioe monitora il benessere
cellulare e, quando attivato da segnali extra-ilusequestra i membri anti-
apoptotici della famiglia di Bcl-2 inattivandone llaro funzione e promuovendo
I'attivazione della morte cellulare per apoptosioltre, i membri con dominio
BH3 giocano un ruolo chiave nello sviluppo, nelleostasi tissutale,
nell'immunita e nella soppressione tumorale; cortipdee mimano le funzioni di
questo gruppo di proteine risultano percio pronmgti@genti anti-tumorali (112).
La proteina Bmf & normalmente sequestrata dal acesspldella miosina V e della
catena leggera della dineina 2; tale localizzazidtwscheletrica potrebbe essere

fondamentale per la risposta a stimoli extra-catiué la successiva induzione
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dell’'apoptosi. In seguito ad eventi stressanti cohtistacco delle cellule dalla
matrice extra-cellulare e I'esposizione ad irragiaz UV, Bmf ¢ rilasciata dal
complesso citoscheletrico nel citoplasma, dove pegarsi a membri anti-
apoptotici della famiglia di Bcl-2 ed attivare laascata delle caspasi e
conseguente morte cellulare (113). La proteina Bnstata individuata in molti
organi, con livelli abbondanti nel pancreas, rdegato e tessuto ematopoietico.
Al momento nessun dato di letteratura é dispon#iteyuardo dell’espressione di
Bmf nell’epatocarcinoma umano. In questo lavoro tesi abbiamo quindi
investigato la regolazione di Bmf da parte del rAdiR- ed il ruolo del miR nella
regolazione di pathway pro-apoptotici.

Il sito del miR-221 nel 3'UTR di Bmf risulta moltconservato tra le varie
specie animali ed é riconosciuto da tutti e treadgjoritmi utilizzati (miRanda,
TargetScan e PictarFigura 28A). Un'ulteriore prova a favore del potenziale
ruolo del miR-221 nella regolazione di Bmf & dagdl’dnalisi di linee cellulari di
HCC (HepG2, Hep3B, SNU398 and SNU449), le qualitnan® una correlazione
inversa tra i livelli di miR-221 ed i livelli dellproteina Bmf. Il fatto che non vi
sia una correlazione tra miR-221 e Bmf mRNA fa igare ad una regolazione
di tipo post-trascrizionale, blocco della traduapda parte del miR-22Figura

28B-E).
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Figura 28. Sito del miR-221 nel 3'UTR di Bmf ed analisi di liree cellulari

di HCC. (A) Sito di legame del miR-221 nel 3'UTR del’'mRNA dinB,
come predetto dall’algoritmo TargetScaB) (Analisi di Real time PCR del
miR-221 in linee di HCC. Il gene U6RNA é& stato iatiato come
housekeeping.G, D) Analisi di Western blot ed RT-PCR di Bmf in linee
cellulari di HCC. Lap-actina é stata utilizzata come gene housekeeping.
valori rappresentano il rapporto tra Bmf gdfactina. E) Correlazione inversa
tra miR-221 e Bmf proteina e tra miR-221 e Bmf RNé&lle linee di HCC. |
valori di miR-221 e Bmf sono stati espressi in farlogaritmica (log2).

Per verificare che il miR-221 regolasse i livelli espressione di Bmf,
abbiamo eseguito un’analisi funzionafevitro su linee di HCC. In particolare,
abbiamo selezionato la linea Hep3B sia per l'owspressione che per |l
silenziamento del miR-221, in quanto esprime, tned analizzate in questo
studio, livelli intermedi di miR-221 e bassi livetlella proteina Bmf. Dopo la
trasfezione con il miR-221 abbiamo osservato umairdizione di 1.5 volte dei
livelli di Bmf, mentre in seguito al sileziamenteldniR-221 e stato osservato un
incremento di 1.8 volte dell’espressione di tal®t@ina Figura 29A). Per

confermare tale dato, abbiamo selezionato la li&8B#W398 la quale esprime




livelli costitutivi molto bassi di tale microRNA seme ad alti livelli della
proteina Bmf, per eseguire I'over-espressione dét-821. La trasfezione del
miR-221 in tale linea ha portato ad una diminuziohe..9 volte nei livelli di
espressione della proteina Bniigura 29A). Al contrario la linea SNU449 é
stata selezionata per il silenziamento del miR-B2fjuanto esprime i piu alti
livelli di miR-221 ed i piu bassi livelli di Bmf. & trasfezione con I'anti-miR-221
ha determinato un aumento di 2.5 volte dei livdiliespressione della proteina
Bmf, quando paragonata con la trasfezione di urirglbe negativo Figura

29A).

Successivamente, per dimostrare la presenza damb@e diretta tra miR-221
e Bmf mRNA, abbiamo clonato una porzione del 3'U@RBmf a valle di un
gene reporter nel vettore pGL3 (pGL3-BMF). Taletmet € stato co-trasfettato
nella linea Hep3B insieme al miR-221, allantimiRi20 a controlli negativi.
L'attivita di luciferasi del vettore pGL3-Bmf & rlata significativamente
diminuita in presenza di miR-221 (p=0.0001, t-test) significativamente
aumentata in presenza di anti-miR-221 (p=0.0000ttedt), quando paragonata
con cellule co-trasfettate con il controllo negatiFigura 29B). Presi insieme,
questi dati dimostrano che Bmf &€ un bersaglio tliretel miR-221 in linee

cellulari di HCC.
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Figura 29. Bmf & un bersaglio diretto del miR-221.(A) Esperimenti di
trasfezione ed analisi di Western blot nelle lindep3B, SNU3398 e
SNU449. Control: miRNA Negative Controls; Test: riR1 o anti-miR-221
come indicatof-actina & stata utilizzata come gene housekeepinglori
rappresentano il rapporto tra Bmf eflactina. B) Saggio di luciferasi nelle
cellule Hep3B trasfettate con miR-221, anti-miR-221controllo negativo.
Ogni campione e stato analizzato in triplicato ure cesperimenti differenti.
Colonne: valore medio; Barre: deviazione standard.

3.3.4 1l microRNA-221 e sovra-espresso in condiziomi non-adesione alla

matrice extra-cellulare e induce apoptosi tramite’lnibizione di Bmf

Dati di letteratura dimostrano che la proteina EBntioinvolta in uno specifico
tipo di morte cellulare indotta in seguito a distadelle cellule dalla matrice
extra-cellulare (ECM), tale processo € noto conmmilds’(114). Per saggiare il
ruolo del miR-221 in condizioni di sospensione wlelle, le piastre colturali sono

state trattate con il polimero Polyhema per 24 &3 tale polimero impedisce
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I'adesione delle cellule alla piastra. La linealdare SNU449 é stata trasfettata
per 24h con l'anti-miR-221 o con un controllo neégate successivamente le
cellule sono state coltivate in condizioni di sospene per altre 24h. La conta
delle cellule apoptotiche ¢ stata effettuata coypdin Blue in camera di Burker.
Dopo 24 e 48h di crescita in condizioni di sospemsicellulare, e stato osservato
un incremento di 1.4 e 2.0 volte nel numero diuellmorte nelle cellule
trasfettate con l'anti-miR-221 rispetto a quellattate con il controllo negativo
(p<0.001, t-test per entrambi i tempBidura 30A). Per caratterizzare piu nel
dettaglio tale processo apoptotico, abbiamo esegutanalisi di Western blot di
alcuni marcatori apoptotici sulle cellule SNU44@ttate con anti-miR-221 e
cresciute in sospensione per 24h. Le cellule sdéé@zper il miR-221 hanno
mostrato un incremento di 1.7 volte sia nei liveliliespressione di Bmf che di
Caspasi 3 attivata, quando confrontate con le leeliattate con un controllo
negativo Figura 30B). Per dimostrare che il miR-221 induce morte datkiin
condizioni di non-adesione specificatamente attsavéazione di Bmf, abbiamo
eseqguito il silenziamento di Bmf utilizzando un pab siRNA nelle cellule
SNU449. Ventiquattro ore dopo la trasfezione detl:mniR-221, abbiamo
esequito il silenziamento di Bmf per altre 24h ecgssivamente trasferito le
cellule in una piastra trattata con polyhema.l#riamento di Bmf in seguito a
trattamento con anti-miR-221 ha causato una dinnome&zsignificativa dei livelli

di Caspasi 3 attivata (isoforma di 17 kDa) rispetlie cellule trattate con solo
'anti-miR-221 Figura 30C). Presi insieme, questi dati dimostrano chiarament
che il miR-221 regola il processo di morte cellalar condizioni di non-adesione

attraverso l'inibizione di Bmf.
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Figura 30. L’'anti-miR-221 aumenta la suscettibilita all’apoptosi della
linea SNU449 in condizioni di non-adesione(A,B) Conta cellulare con
Trypan Blue ed analisi di Western blot in cellull$149 trasfettate con anti-
miR-221 e controllo negativo (NC) e cresciute imaiaioni di non-adesione.
(C) In condizioni di sospensione cellulare il sileamento del miR-221
seguito dal silenziamento di Bmf determina una dimione dell’attivazione
della Caspasi 3. Lpractina é stata utilizzata come gene housekeepiuadpri
rappresentano il rapporto tra Bmf o Caspasi 3pedatina.

Successivamente, abbiamo investigato I'espresdi@hemiR-221 e del suo
gene target Bmf in condizioni di non-adesione dafki nella linea SNU449.
L’analisi di Real time PCR ha mostrato un prognessaumento dei livelli di
miR-221 con un picco massimo a 24h dalla sospeassefiulare Figura 31A).

by

Tale aumento é risultato direttamente proporziomaliivelli di Bmf mRNA
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(Figura 31B), ma inversamente proporzionale ai livelli di Bprbteina Figura

310). Inoltre, lattivazione della Caspasi 3 € avvenudolo a 48h dalla
sospensione cellulare quando i livelli di miR-22dmenciavano a diminuire
consentendo la traduzione dellmRNA di Bmf. Taltidimostrano che, anche in
condizioni di non-adesione alla matrice extra-datie; il miR-221 é in grado di
regolare I'espressione della proteina Bmf e chestuiéma €& determinante

nell'attivazione della Caspasi 3 e quindi nell'iztne del processo di morte

cellulare per apoptosi.
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Figura 31. L’espressione del miR-221 aumenta in condizioni dnon-
adesione e regola Bmf(A) Analisi di Real time PCR del miR-221 in condizion
di non-adesione.B) Analisi di RT-PCR di Bmf in condizioni di non-aslene.
(C) Analisi di Western blot di Bmf e Caspasi 3 attavan condizioni di non-
adesione. Lap-actina e stata utilizzata come gene housekeepiag Ip
normalizzazione sia dei livelli di mRNA che di peota. | valori rappresentano il
rapporto tra Bmf o Caspasi 3 eflactina.
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3.3.5 Ruolo prognostico del microRNA-221: correlanine con la focalita del
tumore ed il tempo di insorgenza di recidiva epati& in pazienti

chirurgicamente trattati per epatocarcinoma

Per valutare il significato della correlazione tmaR-221 e Bmf in tumori
primari di HCC, I'espressione del miR-221 é statali@zata tramite Real time
PCR in 51 campioni di HCC e circostante fegatmtico ed é risultata aumentata
nel 70% dei campioni di HCC. L'espressione dellat@gina Bmf & stata valutata
tramite analisi di Western blot in 27 dei 51 cammpidi HCC, selezionati sulla
base della disponibilita del tessuto. In linea dodati ottenutiin vitro, nei
campioni di HCC é stata osservata una correlazioversa tra i valori di miR-
221 e quelli del suo gene target Bmf (Pearson’s {&s0.003) Figura 32A).
Inoltre, allo scopo di investigare la funzione bgika di Bmf nei campioni di
HCC, gli stessi campioni biologici sono stati apaditi tramite Western blot per
testare l'attivazione della Caspasi 3, utilizzatene marcatore di apoptosi. Una
correlazione inversa statisticamente significativatata individuata tra Bmf e
Caspasi 3 attivata (Pearson’s correlation, p<0.p@Bijura 32B); tale dato fa
supporre ad un possibile coinvolgimento della pnateBmf nel processo pro-
apoptoticoin vivo. Al contrario non € stata trovata alcuna correlagitra miR-
221 e Caspasi 3 attivata. Quest’ultimo dato poweddsere spiegato dal fatto che
il miR-221 non € l'unico fattore in grado di regad’espressione di Bmf e che
quest'ultimo non €& [l'unico fattore pro-apoptotican igrado di scatenare
I'attivazione della cascata delle caspasi. Peritioyivo risulta molto difficile
trovare una correlazione diretta tra miR-221 evatione della Caspasi-3,

essendo probabilmente il network molecolare maliocpmplesso; ulteriori studi
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saranno quindi necessari per caratterizzare pandof il ruolo del miR-221 nel

processo di morte cellulare per apoptosi nei campuibHCC.
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Figura 32. Analisi dell’espressione del miR-221, Bmf e CaspaSiattivata

in campioni di HCC. (A) Il miR-221, analizzato tramite Real-Time PCR,
correla in maniera inversamente proporzionale cespfessione di Bmf,
analizzata tramite Western blot, in campioni di HQgni dato derivante da
campioni di HCC e stato normalizzato con il valdedla rispettiva cirrosi ed
espresso in forma logaritmica (log2B)(L'espressionedella proteina Bmf
correla direttamente con i livelli di Caspasi 3vatta in campioni di HCC.
Entrambe le molecole sono state saggiate tramitstékfeblot. La3-actina e
stata utilizzata come gene housekeeping.

In aggiunta, poiché la deregolazione dell’'apopfgisica un ruolo cruciale
nello sviluppo e nella progressione tumorale de#tecarcinoma, abbiamo
investigato la presenza di possibili correlazigaiitlivelli di miR-221 o di Bmf
con le caratteristiche clinico-patologiche dei pafi sottoposti a resezione
chirurgica per HCC. Da tale analisi statistica éeea una correlazione tra alti
livelli di miR-221 e HCC di natura multi-focale pstto a quelli uni-focali

(p=0.009, t-test). In linea con questo dato, I'esprone di Bmf e risultata piu
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bassa in tumori multi-focali rispetto a quelli docali (p=0.01, t-test). Gli alti

livelli di Bmf osservati negli HCC uni-focali e leorrelazione con I'attivazione
della Caspasi 3 possono far supporre ad un coimeelgo di Bmf nel processo
apoptotico e ad un suo ruolo attivo nel processmeéstatizzaione neoplastica.
Potremmo quindi speculare che, attraverso 'indnzi di Bmf, alti livelli di miR-

221 possano contribuire ad una diminuita velocitaapoptosi, favorendo la
selezione di cellule tumorali di natura piu aggresscon aumentate capacita

invasive ed in grado di generare tumori multi-facal

Dall'analisi di Kaplan-Meier & stata inoltre ossa#iv una correlazione tra
pazienti che presentavano una recidiva di HCC enthoe anni dalla resezione
epatica con alti livelli di espressione del miR-2@dg-rank test, p = 0.0009)
(Figura 33A), ma non con bassi livelli di BmfF{gura 33B), anche se bassi
livelli di Bmf sono associati ad un tendenza vausominor tempo di insorgenza
della recidiva (TTR). Per quel che riguarda lade@ epatica, il valore soglia di
due anni dal giorno dell'intervento e stato scettoaccordo con il lavoro di
Imamuraet al, in quanto tumori epatici che insorgono ad unsadiza di tempo
superiore ai due anni dalla resezione sono da derase dei nuovi HCC insorti
su fegato cirrotico (115). Il fatto che i livelli @mf non correlano in maniera
significativa con il TTR potrebbe essere dovutobakso numero di campioni
analizzati per Bmf rispetto a quelli analizzati geaniR-221 (26 contro 46 HCC).
Inoltre, non possiamo dimostrare se il diverso corgmento di pazienti con
differenti livelli di miR-221 sia da imputare akala regolazione di Bmf o ad altri

bersagli molecolari non ancora individuati o, amacpiu probabilmente, all'intero

set di geni regolati dal miR-221.
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Nessuna associazione significativa é stata invexata tra i livelli di miR-
221 o Bmf e la mortalitd dopo intervento chirurgessociata al tumore. Questo
potrebbe essere spiegato dal fatto che una peaterdu pazienti curativamente
trattati per HCC muoiono per complicazioni dovulla &irrosi o per insorgenza
di un nuovo epatocarcinoma. Inoltre non é stateateoalcuna correlazione tra i
livelli di miR-221 o del suo gene target con il doastopatologico, la dimensione
del tumore, le infezioni virali ed i livelli di AFEPI pazienti arruolati in questo

studio sono descritti in Tabella 21.

1 Log-rank test p=0.0009 » Log-rank test p=0.2 (n.s.)
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Figura 33. Probabilita di recidiva epatica in pazienti con HCC. (A, B)
Associazione tra i livelli di miR-221 o Bmf ed IiITR. Alti e bassi livelli di
miR-221 o Bmf sono stati categorizzati in baseabre medio. | log-rank p-

value provengono dall’analisi di Kaplan-Meier.
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Tabella 21 Caratteristiche dei pazienti con HCC analizzati ndb studio del
miR-221 e di Bmf.

N. Genere Eta Eziologia (1) Focalita (2) Dimensioni AFP (4) Grado
3) (5)
1 M 65 HBV+Ethanol uni 3 5 G2
2 M 52 None uni 5 5 G2
3 M 70 HCV uni 4 35 G3
4 F 65 HCV uni 3 3 G3
5 F 62 HCV uni 3 76 G3
6 M 67 HCV uni 6 3352 G3
7 M 7 HBV-Ab uni 5 4 G3
8 M 70 Ethanol uni 5 537 G3
9 M 65 HCV-+Ethanol uni 3 20 G3
10 F 80 HCV uni 5 76 G3
1 F 59 HCV uni 6 7 G4
12 F 66 HCV uni 8 9572 G3
13 F 68 None uni 55 2 G3
14 M 59 HCV uni 5 86 G3
15 F 82 HCV uni 75 964 G3
16 M 60 Ethanol uni 2 156 G2
17 M 78 HCV uni 3 9 G2
18 M 54 HBV uni 4 162 G2
19 M 69 HCV uni 10 390 G3
20 M 74 None uni 11 78 G3
21 M 73 HCV uni 45 2 G3
22 M 7 HCV uni 2.2 48 G2
23 F 71 HCV uni 2 276 G3
24 M 68 HCV multi 25 5 G2
25 M 81 HCV multi 3 8 G3
26 M 74 HCV multi 35 2198 G3
27 M 74 HCV+HBV multi 3 75 G4
28 M 82 None multi 5 4 G3
29 M 51 HBV+HCV multi 7 1924 G3
30 M 79 HCV multi 10 7 G3
31 M 70 HCV multi 2.3 46 G3
32 M 72 HCV multi 34 18 G3
33 M 70 None multi 10 1 G2
34 M 75 HCV multi 7 9 G3
35 M 59 HCV multi 3 76 G3
36 M 67 None multi 6 18766 G3
37 M 65 HCV multi 6.5 167 G3
38 M 76 HBV-Ab multi 5 10.000 G4
39 M 49 HBV multi 4 2708 G4
40 F 53 HCV multi 4 60 G3
41 F 62 HCV multi 3 468 G2
42 M 79 HBV multi 7 540 G4
43 M 68 HCV multi 8 86 G3
44 M 65 HCV multi 7 139.313 4
45 M 64 HCV+Ethanol multi 6.5 8 G3
46 M 60 HCV multi 3.2 15 G2
47 M 60 HCV multi 1.3 257 G4
48 M 58 HCV multi 3 132 G3
49 M 66 HCV multi 3 58 G2

130



50 M 75 HCV multi 3 63 G3

51 M 68 HCV multi 6.5 131 G3

1) Cause della sottostante patologia epatica: H&kus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb:
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso tiak; Criptogenici sono quei casi in cui sono
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, emnomatosi, patologia di Wilson, deficienzaodi-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatitetaimmune e colangite sclerosante primaria.

2) Uni-o multifocalita € stata assegnata sulla ldisiecniche di imaging precedenti I'intervento
chirurgico.

3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm)

4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurptima dell'intervento.

5) Grado di HCC é stato assegnato attraversoercdi Edmonson e Steiner’s (74).
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3.4 Studio del ruolo biologico del microRNA-199a-3p regolazione dei

pathway molecolari di mMTOR e c-Met in linee cellula di epatocarcinoma

Tra i 35 microRNA deregolati nei campioni di HCQdividuati tramite
analisi di microarray, abbiamo investigato il rualel miR-199a-3p poiché tale
MIiRNA risultava sotto-espresso nella maggior pdegli epatocarcinomi (70%),
cosi come in altri tumori umani (116, 117), in kneellulari derivate da neoplasia
(118, 119) ed in modelli animali di steatoepatt2(). Inoltre, dati di letteratura
riportano la regolazione di differenti geni targetparte del miR-199a-3p quali c-
Met (56), Smad1l (121), LIF (122) e dimostrano chsdressione esogena di tale
miR riduce la motilita e la sopravvivenza di lineglulari derivate da melanoma,
cancro gastrico e cancro del polmone (119).

Allo scopo di caratterizzare il ruolo del miR-199a- nel processo di
epatocarcinogenesi, abbiamo eseguito un’analisinfoionatica al fine di
individuare ipotetici geni bersaglio di questo miRale analisi ha consentito di
individuare l'oncogene mTOR (Mammalian Target Of pRaycin) come
possibile bersaglio molecolare del miR-199a-3p.tiTgli algoritmi utilizzati,
MiRanda, Pictar and TargetScafigura 34A) hanno infatti individuato un sito
bersaglio del miR-199a-3p nella regione 3'UTR dRINA messaggero di mTOR.

L’'oncogene mTOR e una serina/treonina cinasi cloeagiun ruolo chiave
nella crescita cellulare, nella traduzione proteiall’invasione e nell'apoptosi
(123). Il pathway di mTOR viene attivato da muitigégnali extra-cellulari come
fattori di crescita, aminoacidi, ormoni e fitogepgrtando alla fosforilazione del
regolatore della traduzione, la cinasi RPS6-p-@0guale a sua volta regola la

proliferazione cellulare, la sintesi proteica e sEmte la progressione dalla fase
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G1 alla fase S del ciclo cellulare. Inoltre, il Ipagy di mTOR risulta implicato
nell'iniziazione e nella progressione di numerogi tdi tumore, incluso
I'epatocarcinoma, risultando percid un prometteimdesaglio terapeutico per il
trattamento del’HCC (124, 125). In particolarell’»patocarcinoma I'attivazione
del pathway di mTOR é associata ad una prognosjigeg e all’aumentato
rischio di metatstatizzazione (126).

Allo scopo di studiare la regolazione di mTOR datealel miR-199a-3p,
abbiamo analizzato tre linee cellulari derivate H&€C (Huh-7, HepG2 e
SNU475) per i liveli di espressione del miR-199ae3gh mTOR tramite analisi di
Real time PCR, di Western blot e di RT-PGRg(ra 34B, C). Da tale analisi si
puo osservare la presenza di una correlazionesavea i livelli di miR-199a-3p
ed i livelli proteici di mTOR, mentre non vi e al@icorrelazione tra I'espressione

del miR ed il livelli di mMRNA di mTORKigura 34D).
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Figura 34. Sito di appaiamento tra il miR-199a-3p ed il 3’'UTRdi mTOR.
Analisi di linee di HCC. (A) Sito di legame del miR-199a-3p nel 3'UTR di
MTOR, come predetto dall’algoritmo TargetScaB) Analisi di Real time
PCR del miR-199a-3p in linee cellulari di HCC. ke UGRNA é stato
utilizzato come gene housekeeping. Nell'asse dettiinate & riportato il
valore di %Y in scala logaritmica.Ogni campione & stato anatizzn
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviazostandard.,D) Analisi
di Western blot e di RT-PCR di mTOR in linee di HOG B-actina e stata
utilizzata come gene housekeeping per la normaliena sia dei livelli di
MRNA che di proteina. | valori rappresentano ilpagio tra mTOR e |$-
actina.

Allo scopo di dimostrare che il miR-199a-3p panpecialla regolazione
dell’espressione di mMTOR, abbiamo eseguito un’anflnzionalein vitro sovra-
esprimendo o silenziando il miR-199a-3p in linedutai derivate da HCC. Le
linee HepG2 e Huh-7 sono state selezionate peoveasespressione del miR-
199a-3p, in quanto esprimono livelli costitutivi two bassi di tale miR in
presenza di alti livelli della proteina mTOR. Ingséo alla trasfezione,

I'espressione del miR-199a-3p nelle due linee diCHE risultata simile a quella
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osservata nei campioni provenienti da fegato s&igufa 35); tale dato mostra
quindi che nei nostri saggi in vitro abbiamo quingristinato il miR-199a-3p a

livelli simili a quelli fisiologici.

10,0000
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0,0010
0,0001

miR-199%a-3p

Figura 35. Espressione del miR-199a-3p in linee cellulari eampioni
biologici. (A) Analisi di Real-time PCR del miR-199a-3p nel fegaano
(pool di 6 casi), in campioni di HCC (pool di 5 pasampioni di CE (pool di
5 CE circostanti i noduli di HCC) e linee cellultnasfettate con miR-199a-3p
(miR), anti-miR-199a-3p (AM) e controlli negatiiNC). Il gene U6RNA é
stato utilizzato come gene housekeeping. Il vathrg™2<Y & stato riportato
nell’asse delle ordinate in scala logaritmica. Ogainpione e stato corso in
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviaaatandard.

L'analisi di Western blot ha rivelato una diminuzéodi 1.9 e 1.4 volte nei
livelli di espressione di mTOR nelle linee HepGHeh-7, rispettivamente. Al
fine di dimostrare che anche il pathway a vallendiOR era modulato dal miR-
199a-3p, abbiamo analizzato il grado di fosforidam® della proteina ribosomale
S6, un bersaglio della cinasi RPS6-p70. La trasfezidel miR-199a-3p ha
determinato una sotto-espressione della isoforreforfitata della proteina S6 (P-
S6) sia nelle cellule HepG2 che Huh-7 (9.1 e 1.Beyaispettivamente) Non é
stata invece individuata alcuna diminuzione deellivdi mRNA di mTOR
(Figura 36A, B). Al contrario, la linea SNU475 e stata sceltaipsilenziamento

del miR-199a-3p poiché essa esprime alti livelsddadi miR-199a-3p associati a

135



bassi livelli proteici di mTOR. L'inibizione del rRF199a-3p nelle cellule

SNU475 ha determinato un aumento sia di mTOR ch®-86, ma nessuna
variazione a livello di mMTOR mRNAFgura 36C). Questi dati suggeriscono una
regolazione post-trascrizionale, blocco della traoive, di mTOR da parte del
miR-199a-3p in linee di HCC.

Successivamente, per dimostrare l'interazione tdire miR-199a-3p ed |l
sito complementare presente nella regione 3'UTRn@OR, un’ampia regione
del 3'UTR e stata clonata a valle del gene repar&drvettore pGL3. Il vettore
cosi ottenuto, chiamato pGL3-mTOR é stato co-ttedte nelle linee Huh-7 e
SNU475 insieme a miR-199a-3p, anti-miR-199a-3p atrodli negativi e la
variazione di attivita luciferasica é stata saggteamite il Dual Luciferase Assay.
Le cellule Huh-7 trasfettate con il vettore pGL3-®H hanno mostrato una
diminuzione di 1.3 volte dell'attivita luciferasicando co-trasfettate con il miR-
199a-3p (t-test, p=0.03). Al contrario, le celldBlU475 trasfettate con il vettore
pGL3-mTOR hanno mostrato una diminuzione di 3.0 tevolell'attivita
luciferasica quando co-trasfettate con I'anti-miilRmM99a-3p (t-test, p=0.006)
(Figura 36D). Inoltre la sequenza complementare al miR-199ae3stata
mutagenizzata nella regione 3'UTR di mTOR, per gameil vettore mutato
pGL3-mTOR-m1. Nessuna variazione significativa 'd#lvita luciferasica e
stata osservata in seguito a co-trasfezione debreemutagenizzato con il miR-
199a-3p o lanti-miR-199a-3p Figura 36D). Presi insieme, questi dati
dimostrano la presenza di interazione diretta tiR-1®9a-3p ed mMTOR mMRNA

in linee cellulari derivate da HCC.
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Figura 36. mTOR €& un bersaglio del miR-199a-3p. (A-C)rasfezione di
miR-199a-3p (MiR), anti-miR-199a-3p (AM) e contralegativi (NC) nelle
linee cellulari HepG2, Huh-7 e SNU475. Analisi dédk time PCR del miR-
199a-3p. Il gene UGRNA e stato utilizzato come geoesekeeping. Il valore
di 2022V & stato riportato nell'asse delle ordinate in adabaritmica. Ogni
campione é stato corso in triplicato. Colonne: salmedio; Barre: deviazione
standard. Analisi di RT-PCR e Western blot per mheigare I'espressione di
MTOR e P-S6. L@-actina e stata utilizzata come gene housekeepndap
normalizzazione sia dei livelli di mRNA che di peota. | valori
rappresentano il rapporto tra mTOR o P-S eBdactina. D) Saggio di
luciferasi nelle celule Huh-7 e SNU475. Il vett@@&L3-mTOR ed il vettore
mutagenizzato pGL3-mTOR-m1 sono stati co-trasfettah miR-199a-3p,
anti-miR-199a-3p o controlli negativi. Ogni campgoré stato corso in
triplicato. Colonne: valore medio; Barre: deviaaamtandard.

3.4.1 Il microRNA-199a-3p ed i suoi bersagli moletari regolano il ciclo

cellulare in linee cellulari di epatocarcinoma

Al fine di analizzare il ruolo biologico del miR-28-3p nella regolazione del

ciclo cellulare, abbiamo trasfettato il miR-199a+8#le cellule HepG2 e saggiato

la distribuzione attraverso le diverse fasi delccieellulare. Inoltre, per valutare
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I'inibizione dell’'espressione dei due geni targetTOR e c-Met, abbiamo
eseguito un’analisi di Western blot sulle cellulep&?2 trasfettaete con il miR-
199a-3p, la quale ha mostrato una diminuzione efgfessione (1.8 volte) sia di
MTOR che di c-Met. Un aumento della popolazion&tak nella fase G1 (11%)
ed una diminuzione del numero di cellule nella f8s@2%) é stata osservata in
seguito a sovra-espressione del miR-199a-3p, tspde cellule trasfettate con il
controllo negativo (t-test, p<0.01). In accordo ckemalisi citofluorimetrica
(FACS), abbiamo osservato tramite Western blot @dPRR un aumento di
espressione di due importanti inibitori del ciclellglare, CDKN1A/p21 e
CDKN1B/p27, in seguito al ripristino dei livellidiologici di miR-199a-3p nelle

cellule HepG2Iigura 37A).

Inoltre, essendo noto il ruolo del miR-199a-3p ae#lgolazione del proto-
oncogene c-Met in diverse linee cellulari (56) lesbio coinvolgimento nella
modulazione della proliferazione cellulare, pecdminare quale bersaglio del
miR-199a-3p, mTOR o c-Met, contribuisse maggiorreeaiia regolazione del
ciclo cellulare, abbiamo silenziato entrambi i gemget tramite specifici SIRNA
(Figura 37B, C). La trasfezione delle cellule HepG2 con entranstiRNA contro
MTOR o c-Met ha determinato un arresto nella fab€25%) del ciclo cellulare
(t-test, p<0.01). In aggiunta, in maniera similguanto osservato con il miR-
199a-3p, il silenziamento di mMTOR e c-Met (dimirarg di 2.9 volte) ha causato
un aumento dell’espressione di CDKN1B/p27 sia alllovdi mRNA che di
proteina. Per quel che riguarda la regolazioneRKR1A/p21, il silenziamento
di c-Met ha portato ad un aumento della sua esgpressmentre il silenziamento
di mTOR ha determinato una diminuzione dei livptibteici di CDKN1A/p21

(Figura 37B, O).
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Figura 37. Il miR-199a-3p regola il ciclo cellularedella linea HepG2 (A)
Analisi di Western blot di mMTOR e c-Met nelle cédliHepG2 trasfettate con
il miR-199a-3p o con un controllo negativo (NC). asi FACS di cellule
HepG2 trasfettate con il miR-199a-3p. Analisi di VéB RT-PCR per i due
inibitori CDKN1A/p21 e CDKN1B/p27. K, C) Analisi di Western blot di
MTOR e c-Met nelle cellule HepG2 trasfettate cdtN# contro mTOR o c-
Met o con un controllo negativo (Scramble). Anak&CS di cellule HepG2
silenziate per mTOR o c-Met. Analisi di Westerntldd RT-PCR per i due
inibitori CDKN1A/p21 e CDKN1B/p27. L§-actina e stata utilizzata come
gene housekeeping per la normalizzazione sia deililidi mMRNA che di
proteina. | valori rappresentano il rapporto trespressione genica e fla
actina. Analisi FACS: ogni campione e stato analiain duplicato. Colonne:
valore medio; Barre: deviazione standard.

In aggiunta, per confrontare i nostri dati con dugbortati dalla letteratura
(127), abbiamo bloccato il pathway di mTOR trat@rd linea HepG2 con la
Rapamicina, un noto inibitore del pathway di mTORuesto trattamento ha
provocato un arresto del ciclo cellulare in fase (61%) (p=0.04, t-test) ed un
blocco della fosforilazione della proteina S6, $iraiquelli osservati in seguito
alla trasfezione del miR-199a-3pigura 38). Inoltre, in seguito al trattamento
con Rapamicina, €& stata osservata una diminuzioaegpressione di

CDKN1A/p21.
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Figura 38. Il trattamento con Rapamicina regola il ciclo cdulare della
linea HepG2Analisi di Western blot di mTOR e P-S nelle cadlidlepG2 trattate
con la Rapamicina o con il veicolo (DMSO). AnallsSACS di cellule HepG2
trattate con Rapamicina. Analisi di WB per i duebitori CDKN1A/p21 e
CDKN1B/p27. LaB-actina e stata utilizzata come gene housekeepinglori
rappresentano il rapporto tra p21 e p27 g da&tina.

Per caratterizzare ulteriormente il contributo deliR-199a-3p nella
regolazione del ciclo cellulare, abbiamo silenzidtmiR-199a-3p nelle cellule
SNUA475 e trasfettato le stesse con i SIRNA contf®R o c-Met. In linea con i
dati precedenti, il trattamento con I'anti-miR-198a ha rivelato una riduzione
(20%) (p<0.01, t-test) del numero di cellule in€a&1l, rispetto alle cellule
tasfettate con il controllo negativéigura 39A). In particolare, il silenziamento
di mTOR o c-Met successivo alla trasfezione conti‘aiR-199a-3p ha portato
ad un parziale ripristino del fenotipo indotto daiti-miR-199a-3p, con un
aumento della fase G1 (8% con mTOR siRNA e 12% cdfet siRNA; t-test,

p=0.028 e p=0.014, rispettivamentdjigura 39B). Presi insieme, questi dati
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dimostrano che il miR-199a-3p contribuisce alla madione del ciclo cellulare

di cellule derivate da HCC, almeno in parte, atgrawg il silenziamento di mTOR

e di c-Met.
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Figura 39. Il miR-199a-3p regola il ciclo cellulare attraveso l'inibizione

di mTOR e c-Met (A) Analisi FACS di cellule SNU475 trasfettate con
I'anti-miR-199a-3p (AM-199a-3p) o con il controlloegativo (NCi). B)
Analisi FACS di cellule SNU475 trasfettate con tiamiR-199a-3p (AM-
199a-3p) e successivamente silenziate con siRNAraanTOR o c-Met.
Analisi FACS: ogni campione e stato analizzatouplatato. Colonne: valore
medio; Barre: deviazione standard.

3.4.2 1l microRNA-199a-3p regola la sensibilita adl Doxorubicina, I'apoptosi
in condizioni ipossiche e le capacita invasive ininee cellulari di

epatocarcinoma

Dati di letteratura riportano che l'inibizione dehthway di mTOR da parte
della Rapamicina, o di farmaci analoghi, ha un taffanti-tumorale sinergico
guando co-somministrata con il chemioterapico Dokimina in modelli animali
di HCC (128). Per tale motivo, in questo lavoroteli abbiamo investigato se,
oltre al trattamento con analoghi della Rapamicarghe il ripristino del miR-

199a-3p od il silenziamento dei suoi geni targegepse modulare il processo di
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apoptosi indotto dalla Doxorubicina. Poiche la Raj@a induce apoptosi in
maniera p53-dipendente (129), abbiamo utilizzatdinea cellulare HepG2, la
guale esprime un’isoforma wild-type della protep%8. In seguito al trattamento
con Doxorubicina, I'analisi FACS con l'anticorpoteAnnexina V ha rivelato un
aumento dell’apoptosi di 2.5 volte (p=0.005, txast seguito al ripristino dei
livelli fisiologici di miR-199a-3p. In maniera deutto simile, un aumento del
numero di cellule apoptotiche & stato osservateeguito al silenziamento sia di
MTOR che di c-Met (3.0 e 1.6 volte) (p=0.005 e p30t-test), con il piu alto
incremento nelle cellule trattate con i sSIRNA anflFOR (igura 40A). Come
ulteriore prova a favore dell'incrementata apoptosilulare, un aumento dei
livelli di Caspasi-3 attivata € stato osservato rsidle cellule trasfettate con il
miR-199a-3p che nelle cellule silenziate per mTORoltre, una sovra-
espressione dellmRNA di Puma, un target trasanzie di p53, & stata osservata
in seguito al ripristino dei livelli di miR-199a-3pome pure in seguito al
silenziamento sia di mMTOR che c-Mé&idura 40B). Questi dati dimostrano che
il miR-199a-3p incrementa la sensibilta delle dellllepG2 alla Doxorubicina a
livelli simili a quelli del silenziamento di mTOR &he il processo apoptotico e
scatenato, almeno in parte, dall’attivazione dediscata delle caspasi.

Poiché e noto che il pathway di mTOR incrementatddoilita della proteina
HIF-1a (Hypoxia Inducile Factor 1A) in condizioni di ipgia (130) e che il miR-
199a-5p regola direttamente I'espressione del gdifelo (131), abbiamo
analizzato il ruolo dei miR-199a-3p e miR-199a-5llan suscettibilita
all'apoptosi in condizioni ipossiche nelle celluldepG2. L'analisi FACS-

Annexin V ha mostrato un aumento del numero dutzlhpoptotiche nella linea
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HepG2 trattata sia con il miR-199a-3p che con iRfB9a-5p e coltivata in
condizioni ipossicheHigura 40C).

Successivamente abbiamo investigato tramite Mataggay il ruolo del miR-
199a-3p e dei suoi geni target nella modulaziodk dapacita invasiva di linee
cellulari di epatocarcinoma. Dati di letteraturandstrano che il proto-oncogene
c-Met é coinvolto in un complesso programma bialognote come ‘crescita
invasiva’ il quale consiste nella stimolazione detiotilita ed invasione cellulare
e nella protezione dall'apoptosi (132). Il saggidnyasione ha evidenziato una
ridotta capacita invasiva sia delle cellule Hep@Gisfettate con il miR-199a-3p
(2.5 volte; t-test, p=0.009), che delle cellulestedtate con i SIRNA contro c-Met
(1.7 volte; t-test, p=0.017), rispetto alle celltdasfettate con i controlli negativi.
Al contrario, le cellule silenziate per mTOR nomha mostrato una riduzione
significativa nel numero di cellule capaci di ateesare lo strato di Matrigel (t-
test, p=0.15). In accordo con questi dati, le ¢elBNU475 trasfettate con I'anti-
miR-199a-3p hanno mostrato un’aumentata capacitasiva (2.2 volte; t-test,
p=0.0005), rispetto alle cellule trasfettate con aligonucleotide di controllo
(Figura 40D). Questi dati dimostrano che il miR-199a-3p etiady di diminuire
il potenziale invasivo delle cellule di HCC attres@ I'inibizione di c-Met.
Inoltre, la maggiore diminuzione della capacitaaisiva da parte del miR-199a-3p
rispetto al silenziamento di c-Met lascia ipotizahe il miR possa agire sul
potenziale invasivo delle cellule di HCC attravel@oegolazione di multipli geni

bersaglio.
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Figura 40. Il miR-199a-3p regola la sensibilita alla Doxorukgina, la
crescita in condizioni ipossiche e l'invasione cellare. (A) Analisi FACS-
Annexina V in cellule HepG2 trasfettate e sottopost trattamento con
Doxorubicina. B) Analisi di Western blot della Caspasi 3 attivatdi RT-PCR di
Puma mRNA in cellule HepG2 trasfettate e sottopastdrattamento con
Doxorubicina. Lap-actina e stata utilizzata come gene housekeepinglori
rappresentano il rapporto tra Puma ¢actina. C) Analisi FACS-Annexina V
in cellule HepG2 trasfettate e sottoposte a tragtdm con DeferoxaminaD]
Matrigel assay in cellule HepG2 e SNUA475 trasfett8bno stati contati 20 campi
indipendenti ad un ingrandimento di 25X. Analisi @3 el saggio di invasione:
ogni campione é stato analizzato in duplicato. Goéo valore medio; Barre:
deviazione standard.

3.4.3 Ruolo prognostico del microRNA-199a-3p: cortazione con il tempo di
insorgenza di recidiva epatica in pazienti chirurgcamente trattati per

epatocarcinoma

Al fine di confermare i dati di microarray, per gége I'espressione del miR-
199a abbiamo eseguito un’analisi di Real time PQR38 tessuti di HCC e
circostante fegato cirrotico. Una significativa dinzione dell’espressione sia del
miR-199a-3p che del miR-199a-5p e stata ossematarmpioni di HCC quando
paragonati ai campioni provenienti dal tessutootito circostanteRigura 41A,

B) (ANOVA: p=0.0009). L'espressione proteica di mT@Rstata determinata

tramite analisi di Western blot ed é risutata auatanin 23 dei 39 pazienti con
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HCC inclusi in questo studioTébella 22. Una correlazione inversa tra
I'espressione del miR-199a-3p e quella di mTORaéasndividuata nei campioni

di HCC (Pearson’s correlation: p<0.000Ejgura 41C). Inoltre, bassi livelli di
miR-199a-3p sono risultati associati ad un dimmu#gmpo di ricorrenza della
recidiva epatica (TTR) nei pazienti trattati chgiscamente per epatocarcinoma
(log-rank test, p=0.04Figura 41D). Al contrario, nessuna associazione e stata
identificata con la sopravvivenza dei pazienti emzali. In aggiunta, nessuna
correlazione é stata individuata tra il miR-199ae8i livelli di AFP, dimensioni

del tumore, focalita, grado istologico ed eziologgdla sottostante cirrosi.
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Figura 41. Espressione di miR-199a-3p e miR-199a-5p in cangmi di
HCC e correlazione con mTOR e TTR(A, B) Grafici box-plot di 39 campioni
di HCC e circostante fegato cirrotico (CE) raggrapsulla base dei livelli di
espressione dei miR-199a-3p e miR-199a-5p. Ledreelorizzontali dall’alto al
basso rappresentano il 75esimo, il 50esimo (mefiadal 25esimo percentile,
ripettivamente. | valori esterni sono rappresendaii circoli. ) Correlazione
inversa tra il miR-199a-3p ed mTOR nei tessuti @CH(two-tailed Pearson’s
test, p<0.0001). Ogni dato derivante da campioM@C é stato normalizzato con
il valore della rispettiva cirrosi ed espresso arnia logaritmica (log2). [¥)
Analisi di Kaplan-Meier della probabilita di recidi epatica di pazienti con HCC.
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| pazienti sono stati categorizzati sulla basevddébre medio di espressione del
miR-199a-3p.

Tabella 22. Caratteristiche dei pazienti con HCC aalizzati nello studio del
miR-199a.

N. Genere Eta Eziologia (1) Focalita (2) Dimensioni AFP (4) Grado
3) (5)

1 M 60 Ethanol uni 1.8 156 G4
2 M 82 None multi 5.2 4 G3
3 M 70 HCV uni 4.0 35 G3
4 M 65 HCV+Ethanol uni 3.0 20 G3
5 M 65 HBV+Ethanol uni 3.0 5 G2
6 M 77 HBV-Ab uni 5.0 4 G3
7 M 59 HCV uni 5 86 G3
8 M 74 HCV multi 3.5 2198 G3
9 M 65 HCV multi 6.5 167 G3
10 M 60 HCV multi 1.3 252577 G4
11 F 71 HCV uni 2.0 276 G3
12 M 74 None uni 11 78 G3
13 F 80 HCV uni 5.0 76 G3
14 M 59 HCV multi 3.0 76 G2
15 M 75 HCV multi 3 63 G3
16 F 73 None uni 55 2 G3
17 M 76 HBV-Ab multi 5 10000 G4
18 M 75 HCV multi 7.0 9 G3
19 F 78 HCV uni 8.0 9572 G3
20 M 51 HBV+HCV multi 7.0 1924 G3
21 M 52 None uni 5.0 5 G2
22 M 70 HCV multi 2.3 46 G3
23 F 82 HCV uni 7.5 67 G3
24 M 54 HBV uni 4 162 G2
25 M 69 HCV uni 10 390 G3
26 M 81 HCV multi 3 210 G3
27 M 66 HCV multi 3.0 58 G2
28 M 65 HCV multi 7.0 139313 G4
29 M 78 HCV uni 3 9 G2
30 M 67 None multi 6.0 18766  G3
31 M 68 HCV multi 8.0 86 G3
32 M 72 HCV multi 34 18 G3
33 M 70 Ethanol uni 5.0 537 G3
34 F 65 HCV uni 3.0 3 G3
35 M 73 HCV uni 4.5 2 G3
36 M 79 HBV multi 7.0 540 G4
37 M 77 HCV uni 2.2 48 G2
38 M 74 HCV+HBV multi 5.0 75 G4
39 M 79 HCV multi 10 7 G3

1) Cause della sottostante patologia epatica: H&kus Epatite B; HCV: Virus Epatite B; BAb:
anticorpi contro HBV; Etanolo: storia di abuso tiah; Criptogenici sono quei casi in cui sono
stati esclusi: infezioni virali, abuso di alcol, enomatosi, patologia di Wilson, deficienzaodi-
anti-tripsina, cirrosi biliare primaria, epatitetatmmune e colangite sclerosante primaria.

2) Uni-o multifocalita e stata assegnata sulla disecniche di imaging precedenti l'intervento
chirurgico.
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3) Dimensioni del nodulo di HCC (cm)
4) Livelli di alfa-feto-proteina sono stati misurptima dell'intervento.
5) Grado di HCC é stato assegnato attraversoercdi Edmonson e Steiner’s (74).
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CAPITOLO 4

DISCUSSIONE
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4.1 L'identificazione di un pannello di microRNA rappresenta un passaggio
fondamentale per lindividuazione di nuovi bersagli terapeutici per |l
trattamento non-convenzionale di pazienti con epat@mrcinoma in stadio

intermedio-avanzato

Negli ultimi anni, lo sviluppo di piattaforme di oibarray per l'analisi
dell'espressione dei microRNA ha rivelato che moltmiRNA sono
aberrantemente espressi nei tumori umani, suggered essi potrebbero
rappresentare una nuova classe di oncogeni o gewisoppressori (36, 57, 60,
75, 133, 134). Numerosi studi riportano la deregolze dell’espressione dei
microRNA nelle neoplasie umane (95, 97, 135), datando il loro contributo
fondamentale nei processi di iniziazione e progoesstumorale. A tale riguardo,
I'identificazione di miRNA cancro-specifici e deiorb bersagli molecolari
rappresenta un passaggio chiave per caratterizcatmlo dei miRNA nella
tumorigenesi umana e potrebbe essere importantéigesmtificazione di nuovi
bersagli terapeutici.

In questo lavoro di tesi, abbiamo eseguito un’andkei profili di espressione
dei microRNA in campioni di epatocarcinoma insodo di un fegato con
pregressa cirrosi epatica. L'indagine dell’'espi@ssidei miRNA nellHCC, ha
consentito di individuare unsignatue di 35 miRNA differenzilamente regolati
nel tessuto tumorale rispetto al circostante tesstitrotico. | nostri dati
suggeriscono che l'espressione aberrante di urettstpannello di miRNA € in
grado di predire con una buona accuratezza la anakelr campione analizzato e
che tali miRNA potrebbero partecipare agli eventleoolari che portano allo

sviluppo di epatocarcinoma (136). A conferma defddidita scientifica della
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nostra analisi, alcuni dei miRNA differenzialmemtgpressi nellHCC erano stati
precedentemente individuati in altri tumori umarsuggerendo il loro

coinvolgimento in comuni processi di cancerogenbs.questi la famiglia di let-

7 risultava deregolata in numerose neoplasie unt@he 62), il miR-221 era

sovra-espresso nel carcinoma della tiroide e neblgistoma (97, 135), mentre il
mMiR-145 risultava sotto-espresso nel cancro debrc@ della mammella (133,
137). Di notevole interesse il miR-122, un microRMpato-specifico, € risultato
sotto-espresso nella maggior parte degli HCC ¢dtia le linee esaminate.

Altri studi hanno riportato il ruolo dei miRNA n&patocarcinogenesi umana,
ed abbiamo individuato sia differenze che buoneagposizioni con i dati del
nostro gruppo di ricerca. Ad esempio, nello studioMurakami et al (43),
probabilmente a causa del differente approccioitasmutilizzato, nessuno degli
appena menzionati miRNA cancro-specifici € emerseltre vi era una scarsa
sovrapposizione tra i 35 miRNA individuati dal masgruppo e quelli presenti
nella loro lista, tra cui risultavano comuni solamiR-195 ed il miR-199a. Al
contrario, l'articolo di Kutayet al (45), nonostante fosse basato su di un esiguo
numero di casi, ha mostrato che il miR-122 eraii@@ivamente sotto-espresso
nell’epatocarcinoma umano e di topo, confermande dbwn-regolazione di
guesto mMIRNA potesse avere un ruolo importante mpebcesso di
epatocarcinogenesi.

Il nostro studio & percio utile nel definire usgnaturedi miRNA cancro-
associati coinvolti nella tumorigenesi epatica e gbotrebbe risultare utile
nell'identificazione di potenziali bersagli terapieu L'individuazione di miRNA

deregolati nell’epatocarcinoma umano rappresentadqul primo step per lo
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sviluppo di terapie sperimentali per il trattamentin-convenzionale di HCC in

stadio intermedio-avanzato.

4.2 La regolazione del pathway ciclina G1/p53 da pi& del microRNA-122
rappresenta un possibile meccanismo molecolare impato nel processo di
epatocarcinogenesi, in grado di sensibilizzare leeltule di epatocarcinoma al

trattamento con Doxorubicina

La comprensione dei meccanismi molecolari assoalktideregolazione dei
mMiRNA nei tumori umani rimane a tutt'oggi un conapdifficile da investigare.
Infatti, sebbene programmi bioinformatici possanotaae nella predizione di
ipotetici geni bersaglio, procedure sperimentalivitro sono necessarie per la
validazione dei target molecolari. Attualmente satati individuati numerosi
geni bersaglio di microRNA deregolati nelle neo@asmane, ma nonostante le
incoraggianti evidenze sperimentali in grado dialegi miRNA alla biologia del
cancro, Si conosce ancora poco riguardo ai circaitulari e molecolari nei quali
sono coinvolti i microRNA. Infatti, lo scenario @@memente complicato dalla
capacita dei miRNA di bersagliare multipli pathwagplecolari, a volte correlati
tra loro ed a volte con funzioni opposte, ed alesso tempo dalla ridondanza dei
MIiRNA stessi. Questo da origine ad un complessworkt di regolazione nel
quale gli effetti biologici e le proprieta di unngolo miRNA non consentono
sempre una spiegazione lineare.

In questo lavoro di tesi, abbiamo investigato dloubiologico del microRNA
epato-specifico, miR-122, nel processo di epatatagenesi attraverso

I'individuazione di geni bersaglio. L'analisi di owbarray riportava infatti una
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sotto-espressione del miR-122 nella maggior pase ghmpioni di HCC,
lasciando ipotizzare un possibile coinvolgimentagdesto miRNA nella epato-
tumorigenesi. Nel nostro studio abbiamo individuataiclina G1 come bersaglio
molecolare del miR-122 (136) ed abbiamo dimostrate, attraverso la
modulazione della ciclina G1, il miR-122 regolaspeessione e la stabilita
delloncosoppressore p53 e sensibilizza le lindrile@ di HCC al trattamento
con Doxorubicina. Inoltre, abbiamo dimostrato cheniR-122 ed il suo gene
bersaglio modulano la capacita invasiva delle linekulari esaminate e che la
diminuzione dei livelli di miR-122 e associata ad nidotto tempo di insorgenza
della recidiva epatica in pazienti chirurgicameiattati per epatocarcinoma
(138).

L'importanza del miR-122 nella fisiologia epaticasé@pportata dal fatto che
tale miR é specificamente espresso nel fegato sappresentando il 70% della
popolazione di miRNA epatici sia nell'uomo che tago. Inoltre, € possibile che
la sua deregolazione possa avere un ruolo sigtiftcasu numerose funzioni
epatiche (53). Per esempio, € stato riportato thaiadei bersagli molecolari del
miR-122 includono geni coinvolti nel fenotipo epgatie nella biosintesi del
colesterolo, suggerendo che una perdita del miRpba2a essere relazionata alla
perdita del differenziamento epatico (54). In agtau il miR-122 possiede un sito
di legame nel genoma del virus dell’'epatite C (HCS8Ottolineando il suo ruolo
fondamentale nella regolazione della replicazicte#tamento dellHCV
all'interno degli epatociti (55).

La riduzione dei livelli di espressione del miR-122ppresenta una
caratteristica comune nell’epatocarcinoma di natund@ana e murina. A tale

riguardo la ricostituzione di livelli fisiologici @ miR-122 offre la possibilita
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teorica di modulare il fenotipo maligno, attravels@egolazione di numerosi geni
bersaglio (139). Infatti, le multiple funzioni caneassociate esercitate dal miR-
122 in linee cellulari di HCC suggeriscono un patate uso di questo miR nella
terapia dellHCC, attraverso l'utilizzo di molecoleiRNA-mimetiche. Inoltre,
'aumentata sensibilita alla Doxorubicina osservataseguito al ripristino di
livelli fisiologici di miR-122 in linee cellulari dHCC, fa ipotizzare all'impiego di
una terapia combinata con chemioterapici e miRNAxatici per il trattamento
non-convenzionale dell’epatocarcinoma. Per quelranerda l'utilizzo di miR-
122-mimetici in pazienti con HCV, deve essere pqsagticolare attenzione
all'effetto di tale miR nella replicazione viralgebbene un recente articolo riporti
la mancanza di correlazione tra livelli di miR-122arico virale e I'associazione
tra bassi livelli di miR-122 e I'assenza di unapdsta virologica in seguito a
trattamento con interferone (140). In aggiuntafedato rappresenta un organo
ideale per la terapia basata su piccoli oligonuaegooiché € un organo
estremamente ricettivo nell’assorbimento di oligdaatidi somministrati
periferalmente, risultando percido un buon modeks [o sviluppo di approcci
anti-tumorali basati sui microRNA (54), come prememente riportato in altri
tipi di patologie epatiche (141). Inoltre, I'impiegella pratica clinica di metodi
di somministrazione selettiva di farmaci attraverBarteria che alimenta
direttamente il nodulo di HCC (TACE) rappresenta ulteriore approccio
terapeutico in grado di diminuire la tossicitaesisica ed incrementare la selettiva

del trattamento farmacologico.
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4.3 La regolazione di importanti processi cellularida parte del microRNA-
221 pone le basi per lo sviluppo di un possibile apoccio terapeutico con
molecole antagoniste dei microRNA per il trattamend non-convenzionale di

pazienti con epatocarcinoma in stadio intermedio-aanzato

Studi di profiling hanno consentito di individual@ sovra-espressione del
microRNA-221 in numerosi tipi di tumore umano, cosgp I'epatocarcinoma
(97, 135, 136). In questo lavoro di tesi, abbiam&ialmente dimostrato il
coinvolgimento del miR-221 nella regolazione detlaicellulare attraverso la
modulazione di due inibitori delle cinasi-ciclingpendenti (CDKI), CKN1B/p27
e CDKN1C/p57, implicati nella transizione G1/S dallo cellulare. Per valutare
la rilevanza di questi studi nella patogenesi dpHtocarcinoma, abbiamo
successivamente eseguito un’anadisivivqg la quale ha consentito di individuare
una correlazione inversa tra i livelli di miR-221 espressione dei due CDKI nei
tessuti di HCC. Questi dati suggeriscono un rualm-gncogenico del miR-221
nel processo di epatocarcinogenesi, attraversoolaqeione della proliferazione
delle cellule tumorali.

Successivamente, per meglio caratterizzare il ribadepatologico del miR-
221 nel processo di epatocarcinogenesi, abbianadiZaato la nostra attenzione
nella regolazione di pathway apoptotici da parterdigR-221. A tale riguardo,
abbiamo dimostrato che il miR-221 é in grado dbim I'espressione della
proteina pro-apoptotica Bmf in linee cellulari diCB, e che tale inibizione

determina una ridotta attivazione della cascatée dmspasi sian vitro chein
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vivo. Inoltre, abbiamo dimostrato che il miR-221 regb&spressione di Bmf
anche in condizioni di non-adesione alla matridiulzge, impedendo il processo
di morte cellulare noto come ‘anoikis’, suggerendo ruolo del miR-221 nel
processo di metastatizzazione tumorale. Ipotesifecorata dall’associazione
dialti livelli di miR-221 con HCC di natura multetale e con un ridotto tempo di
insorgenza di recidiva epatica in pazienti chircagiente trattati per
epatocarcinoma.

| recenti avanzamenti nella conoscenza delle p@ktdzdi microRNA nel
trattamento dei tumori umani hanno portato alloluppo di oligonucleotidi
chimicamente stabilizzati, con elevata specifi@gtaidotta tossicita, in grado di
inibire le funzioni dei miRNA quando somministrggriferalmente in differenti
modelli animali (54, 142, 143). La regolazione dimrerosi pathway molecolari
da parte del miR-221 pone quindi le basi per ittéraento non-convenzionale

del’HCC con molecole antagoniste del miR-221.

4.4 La regolazione dei pathway molecolari di mMTOR &-Met da parte del
microRNA-199a-3p rappresenta un possibile meccanison molecolare
implicato nel processo di epatocarcinogenesi, in gdo di sensibilizzare le

cellule di epatocarcinoma al trattamento con Doxorhicina

Lo sviluppo di piattaforme di microarray di miRNAahmostrato la sotto-
espressione del miR-199a-3p in numerosi tipi didrenumano, incluso 'HCC
(50, 116, 117, 136), suggerendo un coinvolgimemntguésto miRNA in comuni
processi di cancerogenesi. Inoltre, dati di letteeriportano la regolazione di

importanti geni bersaglio, tra cui c-Met (56), Srhdd21), LIF (122) da parte del
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miR-199a-3p e si € osservato che espressione esaljauesto MiRNA era in
grado di ridurre la motilita e la vitalita di celdudi melanoma, cancro gastrico e
del polmone (119). Di notevole interesse, tramitaliai bioinformatica, abbiamo
individuato un fattore chiave nella proliferazioredlulare, mTOR, tra gli ipotetici
geni bersaglio del miR-199a-3p. La rilevanza de¢hyay di mTOR nel processo
di iniziazione e progressione tumorale € una aiatica comune a numerosi tipi
di tumore umano, incluso I'HCC (124), dove la soara-espressione € associata
ad una prognosi peggiore, invasione e metasta$l).(12 questo lavoro di tesi
abbiamo focalizzato la nostra attenzione nell'imtlinazione di nuovi geni
bersaglio del miR-199a-3p, al fine di meglio camatrzare il suo ruolo funzionale
nell'iniziazione e nella progressione tumorale. Mnamerosi geni target del miR-
199a-3p abbiamo analizzato la regolazione di dugortanti oncogeni spesso
deregolati nel’lHCC, mTOR e c-Met. Abbiamo quindaratterizzato il ruolo
biologico del miR-199a-3p e dei suoi geni targetmportanti processi cellulari
ed abbiamo osservato che il ripristino di livelisidlogici di questo miRNA
determinava un arresto del ciclo cellulare nellsef&1, una diminuzione delle
capacita invasive, un’aumentata suscettibilita andcooni ipossiche ed
un’aumentata morte cellulare in seguito al trattaimeson Doxorubicina. Inoltre,
la rilevanza di queste analisivitro e stata confermata dallo studio di campioni di
HCC, nei quali é stata individuata una correlazimwversa tra il miR-199a-3p ed
il suo gene target mTOR, cosi come un’associazi@kassi livelli di miR-199a-
3p con un diminuito tempo di insorgenza della reedepatica in seguito a
resezione per HCC.

La regolazione di pathway chiave cancro-asso@atne quelli di mTOR e c-

Met, e la modulazione di fondamentali processioftgici spesso deregolati
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nel’HCC, sottolineano l'importanza del ripristirdi livelli fisiologici di miR-
199a-3p come possibile strategia terapeutica, auemddi alla tradizionale
chemioterapia, per il trattamento di tumori ad atav mortalita come
I'epatocarcinoma. A questo proposito, molecole gede e non tossiche come |
microRNA, possono rappresentare un promettentensinto per terapia genica

dei tumori (139), in particolare se associati 8laorubicina.

4.5 Prospettive future

In questo lavoro di tesi abbiamo dimostrato il ohi@oinvolgimento dei
microRNA in processi cellulari alla base della toasazione maligna
dell’epatocarcinoma umano, ipotizzando I'utilizzé guesta nuova classe di
molecole come possibili marcatori diagnostici, progfici ed, eventualmente,
come nuovi bersagli o strumenti per una specificénaovativa terapia del’HCC
in stadio intermedio-avanzato.

Le prospettive future del nostro gruppo di ricesoao le seguenti:

1) Ulteriore caratterizzaziona vitro dei microRNA analizzati in questo lavoro
di tesi e di altri miRNA dellasignature di HCC. Al fine di meglio
comprendere il ruolo bio-patologico e delucidarenéccanismi molecolari
coinvolti nel processo di trasformazione malign&MA-associata, verranno
analizzati nuovi bersagli e pathway molecolarimeestigata la suscettibilita a

differenti trattamenti farmacolgici.

2) Caratterizzazione di meccanismi genetici, epgiene trascrizionali alla base

della deregolazione dei microRNA nell'epatocarci@ommano. Verranno
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3)

impiegate tecniche quali I'immuno-precipitazione ll@ecromatina con
anticorpi contro specifici fattori di trascrizion@gn collaborazione con Il
gruppo del Prof. Giovanni Capranico, Universit®diogna) e verra utilizzata
la piattaforma Sequenom per I'indagine dei prafilimetilazione di promotori
di microRNA deregolati nellHCC (in collaborazionsn il gruppo della

Dr.ssa Vilma Mantovani, Policlinico Sant’Orsola-Majhi di Bologna).

Sviluppo di modelli animali al fine di valutaiemeccanimi molecolari di
epatocarcinogenesi miRNA-indotti e di testare i&f€ia e la ridotta tossicita
di molecole oligonucleotidiche chimicamente modife

Utilizzo di topi immuno-compromessi per la sommiragione di linee
cellulari infettate stabilmente con i microRNA dieresse, al fine di valutarne
le capacita tumorigenichie vivo.

Sviluppo di un modello animale di topo transgempeo il microRNA-221 al
fine di analizzaran vivo i meccanismi molecolari coinvolti nel processo di
tumorigenesi indotti dal miR-221, da solo o in camalzione con potenti
epatocarcinogeni. In seguito allo sviluppo di tumwuerranno effettuati
trattamenti con molecole antagoniste del miR-22final di testarne I'efficacia
anti-tumoralein vivo (progetto in collaborazione con il gruppo del Dr.
Massimo Negrini dell’'Universita di Ferrara).

Sviluppo di un modello animale di epatocarcinomafiaé¢ di individuare
microRNA comuni nellHCC umano e murino ed al fidetestarein vivo
I'efficacia e la tossicita di molecole ad attivdtmiRNA-mimetici o miRNA-

antagonisti.
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4) Individuazione di unaignaturedi miRNA circolanti in grado di distinguere
pazienti con HCC da pazienti con cirrosi epatichfie di identificare
marcatori diagnostici in grado di identificare HGE stadi molto precoci,

altrimenti non rivelabili con le comuni tecnicheighiaging.
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