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INTRODUZIONE

1. Carcinoma Epatocellulare

Il carcinoma epatocellulare (HCC) e la forma piu comune di tumore maligno del
fegato ed e il quinto tumore per frequenza e la seconda causa di morte correlata al
cancro nel mondo (1-4).

Tra 1 principali fattori di rischio per lo sviluppo del’HCC vi ¢ l'epatite B e C,
responsabili di circa I'85% dei casi di carcinoma epatocellulare in tutto il mondo, con
una prevalenza di epatite B in Asia e in Africa e di epatite C in Giappone e nel
mondo occidentale. Altre cause riconosciute sono I'abuso di alcol, alcune malattie
metaboliche ereditarie (emocromatosi e deficit di alfa-1-antitripsina) e la sindrome
metabolica. L'incidenza di HCC e maggiore nei maschi che nelle femmine,
probabilmente a causa di una maggiore esposizione a fattori di rischio quali
I'alcolismo e fumo (5)

La cirrosi rappresenta quindi il principale fattore di rischio per l'insorgenza del
carcinoma epatocellulare, altri co-fattori di rischio sono: co-infezione dei virus
dell'epatite (HBV + HCV), il genotipo C de’HBYV, il genotipo 1b dell'HCV, la co-
infezione da virus dell'epatite e i virus dell'immunodeficienza umana acquisita (HIV)
e valori di transaminasi costantemente elevati (almeno 5 volte la norma).

L’Ttalia meridionale si caratterizza per una maggiore incidenza rispetto al Nord e al
Centro. Questa differenza pud essere spiegata innanzitutto con un'incidenza diversa
tra le diverse aree del Paese del virus dell'epatite C (HCV) (5)

Anche se il virus dell'epatite B ¢ un fattore eziologico noto per ’HCC, il suo ruolo in
Italia & praticamente marginale per effetto della campagna di vaccinazione che si
effettua dal 1978 in poi.



La sopravvivenza a 5 anni dei pazienti con carcinoma epatocellulare in Italia negli
anni dal 2005 al 2007 é stato, rispettivamente, del 17% per i maschi e il 16% per le
femmine. Pur essendo migliorata rispetto ai precedenti periodi, risulta largamente

insoddisfacente. (5)

1.1 Genetica dell’epatocarcinoma

Nell’ultima decade numerosi studi sono stati pubblicati nel tentativo di identificare
delle alterazioni genetiche nell’epatocarcinoma.

L’insorgenza e la progressione dell’epatocarcinoma si caratterizzano per la presenza
di modificazioni patologiche di molte vie di segnale intracellulari ed extracellulari:
generalmente le prime mutazioni avvengono nei meccanismi proliferativi ed
apoptotici, mentre negli stadi pitu avanzati le cellule tumorali acquisiscono ulteriori
anomalie genetiche che promuovono i processi di angiogenesi, invasivita e metastasi.
Per esempio, nel’HCC frequentemente si riscontrano deregolati gli oncosoppressori
Rb (6) e TP53 (7) cosi come le via di WNT/B-catenina (8).

Lo studio di Ladeiro e coll. fu uno dei primi ad integrare la classificazione
molecolare dell’epatocarcinoma basata sulle alterazione geniche con lo studio dei
profili di espressione dei miRNA, al fine di individuare associazioni tra mutazioni in
oncogeni/geni oncosoppressori e caratteristiche clinico-patologiche (9).

Cosi I’analisi di profiling dei microRNA ha consentito di classificare univocamente 1
campioni in esame in gruppi ben separati tra loro e contraddistinti da caratteristiche
istologiche (tumore/non tumore, tumore benigno/maligno), caratteristiche cliniche
(infezione da HBV, consumo di alcol) e mutazioni in oncogeni/geni oncosoppressori

(B-catenina, fattore epatico nucleare 1 (HFN1) (9)



1.2 Epatocarcinogenesi, diagnosi e stadiazione

Lo sviluppo del’HCC in un fegato con pregressa malattia cronica € un processo
multifattoriale che comporta un graduale accumulo di danni genetici e di instabilita

cromosomica (Figura 1)
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Figura 1. Processo di Epatocarcinogenesi

L'infezione da HBV, HCV o I'esposizione cronica all'alcol possono causare un danno
epatico cronico in seguito al quale gli epatociti vanno incontro a un’intensa
stimolazione mitogena dovuta all’esposizione ad elevati livelli di fattori di crescita e
citochine attivate dall’inflammazione, determinando a sua volta fenomeni di
rigenerazione fibrotica. (10)

Cicli continui di questo processo necrotico/rigenerativo promuovono un danno
cronico che culmina nella cirrosi epatica, caratterizzata dalla formazione di noduli di
rigenerazione epatica circondati da depositi di tessuto fibroso. L’elevata attivita
proliferativa, che spesso si accompagna all’acquisizione di alterazioni genetiche, puo
determinare lo sviluppo di micronoduli iperplastici (11)

Il processo di cancerogenesi epatica avviene progressivamente, dove dalla piccola
lesione, il micronodulo, spesso non visibile alle tecniche di imaging, si determina un

accrescimento in macronodulo, talora visibile all’imaging, nel quale si verificano



alterazioni tali da rendere le cellule displastiche. Le cellule displastiche acquisendo
alterazioni genetiche possono progredire fino a formare delle lesioni premaligne. Da
gueste possono insorgere focolai di epatocarcinoma, che poi possono estendersi
ulteriormente. (12)

Per questo, i pazienti cirrotici sono collocati in programmi di screening standardizzati
per la diagnosi precoce del carcinoma epatocellulare.

L’uso della tomografia computerizzata e apparecchiature per la risonanza magnetica
sempre piu sofisticate hanno portato ad una maggiore sensibilita e specificita delle
tecniche diagnostiche del’HCC. La diagnosi precoce rimane un punto chiave per
migliorare la prognosi di questo tumore. Soprattutto se si tiene conto che alcune
terapie come la resezione chirurgica o la RFA (Termoablazione con Radiofrequenza)
mostrano una maggiore efficacia terapeutica proprio su quei pazienti in stadi precoci.
(13) Poiché la maggior parte dei casi di HCC si verifica in pazienti con pregressa
cirrosi epatica, la stadiazione e la prognosi dei pazienti € condizionata non solo
dall'estensione del tumore ma anche dalla residua funzione epatica. Le classificazioni
BCLC (Barcelona Clinic for Liver Cancer) e CLIP (Cancer of the Liver Italian
Program) tengono conto sia del grado di compenso della cirrosi e dei danni al fegato
(Child-Pugh; ipertensione portale) che della estensione della neoplasia (dimensione,
invasione vascolare valutata mediante analisi strumentale) (5).

Il grado di disfunzione epatica del paziente cirrotico con HCC deve essere definito
prima di ogni decisione terapeutica. La stadiazione Child-Pugh e lo standard di
riferimento per la valutazione della cirrosi (14).

L’algoritmo BCLC consente la stratificazione dei pazienti in 5 gruppi sulla base di
performance status, Child-Pugh e caratteristiche della neoplasia. Questa
classificazione é stata convalidata e approvata dall” AASLD (American Association
for the Study of Liver Diseases) e dall” EASL (European Association for the Study of
the Liver) (15, 16), su questa base, i pazienti suddivisi nei 5 stadi, sono indirizzati al
trattamento terapeutico piu adeguato (17,18)



2. | MicroRNA

I microRNA (miRNAs) sono piccoli RNA (tipicamente 20-26 nucleotidi), non
codificanti e filogeneticamente preservati che effettuano una regolazione negativa
post-trascrizionale dell’espressione genica. Essi operano attraverso il legame
almRNA target inducendo repressione della traduzione, destabilizzazione dell’RNA
e degradazione del’RNA, sebbene siano stati anche riportati esempi di up-
regolazione genica attraverso i miRNA (19-21) Per sopprimere 1’espressione genica i
miRNA legano specifiche sequenze dell” mRNA target, un minimo di 6 bp sono
necessarie per un corretto mMiIRNA-mRNA match, questa sequenza € detta “seed
sequence” (22).

I miRNA agiscono in realta anche attraverso un imperfetto appaiamento, anzi é
proprio questo che consente ad ogni mMiRNA di avere come target piu di un mRNAS
(anche piu di 100). In generale, ogni mMiIRNA puo avere molti mRNA target e
molteplici miRNAs possono regolare lo stesso gene/mRNA (23,24). Per questo la
deregolazione di uno o pochi miRNA puo determinare 1’alterazione di diversi
pathway e anche di sistemi cellulari, contribuendo allo sviluppo di disordini e
patologie, come il cancro (21).

Il primo MiRNA ad essere identificato fu il miR lin-4, nel 1993 da Ambros e
collaboratori nel nematode Caenorhabditis elegans. Questi miRNA erano capaci di
regolare lo sviluppo temporale della larva, reprimendo la trascrizione dell’mRNA
target dei geni lin-14 and lin-41 (25). Dopo queste iniziali scoperte, fu pero chiaro
che il ruolo dei miRNA non era ristretto solo ai piccoli organismi, ma che le loro
funzioni erano determinanti anche nel contesto degli animali superiori, come 1’'uomo.
Da quella iniziale scoperta piu di 20.000 miRNA sono stati identificati in 193 specie
(Sanger miRBase release; http://www.mirbase.org/). E’ stato stimato che siano in
grado di modulare 1’espressione genica di all’incirca il 60% dei geni codificanti (26)
Le recenti scoperte hanno fortemente supportato il ruolo chiave dei miRNA in vari

processi biologici come la proliferazione cellulare, 1’apoptosi, il controllo del
7



differenziamento e il metabolismo (27-29). Non stupisce inoltre che molti studi

indichino che i miRNA possano agire come oncogeni 0 oncosoppressori (30-32)

2.1 Biogenesi dei miRNA

La genesi dei miRNA € un processo multistep, che richiede sia una fase
citoplasmatica che nucleare, dove un lungo RNA a doppio filamento viene processato

fino ad ottenere un corto RNA a singolo filamento (21). (Figura 2)
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Figura 2. Biogenesi dei miRNA.

La genesi dei miRNA inizia nel nucleo con la formazione di un miRNA primario,
detto pri-miRNA generato per azione della RNA Polimerasi Il o I1l. Da questo punto
di vista, i miRNA possono essere suddivisi in due grandi classi: miRNA intergenici,
generati da trascritti localizzati tra geni codificanti e miRNA intragenici, generati da

sequenze localizzate all’interno delle regioni codificanti (33,34).



| pri-miRNA possono essere trascritti come trascritti policistronici o come trascritti
individuali, si ripiegano fino ad assumere una struttura terziaria caratterizzata da
diversi loop dai quali deriveranno i miRNA (35)

Solitamente le sequenze sono trascritte come lunghi pri-miRNA con un cap e una
coda di poly-A.(36) | pri-miRNA saranno sottoposti a un processo di maturazione
all’interno del nucleo in cui sono rimossi cap e poly-A e tramite le regioni loop sono
riconosciuti da Drosha. (37). Drosha appartiene a un complesso che sottende alla
maturazione dei pri-miRNA, denominato “Microprocessore”. Il microprocessore ¢
formato dall’endonucleasi Drosha e dall’RNA-binding protein DGCRS8 (38,39) Il
microprocessore converte il pri-miRNA in un stem loop di circa 60-70 nucleotidi con
due estremita “protuding” di circa 3 nucleotidi chiamato miRNA precursore o pre-
miRNA(40).

Dopo essere stato processato da Drosha, il pre-miRNA viene esportato tramite
riconoscimento con I’espremita “protuding” nel citoplasma da un complesso
composto dall’esportina 5 ¢ dalla proteina nucleare GTP-binding RanGTP (41,42).
Nel citoplasma, il pre-miRNA viene ulteriormente processato dalla endonucleasi-
RNasi Il chiamata Dicer che tramite un dominio PAZ riconosce le estremita
“protuding” e taglia ’RNA a doppio filamento, generando dei miRNA duplexes di
circa 21-23 nucleotidi (ds-miRNAs) (43,45). Questa conformazione di miRNA puo
essere caricata da proteine trasportatrici dette Argonauta (AGO), una famiglia

composta da 4 membri con specifiche funzioni (46). (Figura 3)
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I1 miRNA duplex ¢ caricato da proteine AGO, che insieme all’enzima Dicer e alla
proteina TRBP (trans-activation response RNA-binding protein) compongono il
complesso RISC (RNA inducing silencing complex), struttura capace di indurre
“silenziamento trascrizionale”(47). La proteina TRBP identifica il filamento "guida"
e il filamento “passenger” nella molecola duplex ds-miRNA. TRBP rileva le
proprieta termodinamiche dei ds-miRNA, in tal modo riconosce il filamento meno
stabile, caricando i ds-miRNA nel corretto orientamento per la proteina AGO, che
grazie al dominio PAZ nell’estremita N-terminale lega i filamenti di RNA

rimuovendo il filamento “passenger” rilasciando cosi la molecola matura (47-50)

2.2 ldentificazione degli mMRNA target

Cardine essenziale per la funzione dei miRNA ¢ 1'identificazione dell’mRNA target
da parte del miRNA all'interno del complesso RISC. Come gia accennato la regione
in cui si verifica I’accoppiamento mRNA - miRNA & denominata "seed sequence”,
consiste di un minimo di sei paia di basi (bp) corrispondente usualmente ai nucleotidi
2-7 dell'estremita 5' del miIRNA (3'UTR del mRNA) (49). A livello del’mRNA
comunque sono presenti oltre alla regione di interazione con la “seed sequence”
molte altre sequenze caratterizzate dai cosidetti “clementi responsivi ai miRNAs”
(MRES), sequenze in grado di interagire con i miRNA. Gli elementi responsivi ai
miRNAs sono distribuiti lungo tutto I'mRNA, sia a livello delle regioni 5’UTR
nonché nelle regioni codificanti stesse (51,52) (Figura 4). Inoltre, recenti scoperte
dimostrano fra D’altro che un certo numero di interazioni miRNA-mRNA non
avvengono attraverso questi meccanismi canonici (53).

E’ chiaro quindi che la sola corrispondenza della “seed sequence” non ¢
assolutamente sufficiente a spiegare i meccanismi di identificazione delle molecole
target, ma che caratteristiche della “struttura di legame” ove avviene il

riconoscimento dell’mRNA target abbiano un ruolo fondamentale in questo processo.
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Proprio su queste ulteriori caratteristiche del legame miIRNA-mRNA target si basano

gli algoritmi di calcolo dei software di predizione (54).
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Figura 4. Regioni legame miRNA-mRNA target

2.3 Funzione dei miRNA

Ad ogni modo, per la funzione dei miRNA é essenziale la formazione del complesso
RISC, composto almeno da una proteina AGO e da un miRNA. 1l complesso RISC
formato esclusivamente da miRNA e proteine AGO che legano I’'mRNA prende il
nome di Minimal RISC. (53)

Se da un lato al miRNA ¢ deputato il compito di riconoscimento dell’RNA target, le
proteine AGO determinano il modo d’azione del complesso RISC. Difatti i miRNAS
possono specificatamente riconoscere il loro MRNA target e attraverso repentini cicli
di attacco/distacco dall’'mRNA possono cosi facilmente controllare molte molecole
differenti, le proteine AGO di per sé costituiscono una piattaforma essenziale ed
efficiente per legare miRNA, mRNA e fattori accessori. (42,43).

Il complesso minimal RISC sebbene sia dotato di autonomia funzionale, quasi sempre
funge pero da struttura di supporto per fattori quali proteine per I’assemblaggio di
RISC, proteine coinvolte nella regolazione traduzionale, proteine coinvolte nel
metabolismo dell’lRNA, che possono determinare modalita e destino degli mRNA
legati. (53).
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Il complesso RISC dopo aver legato uno specifico miRNA agisce determinando una
inibizione della traduzione o una degradazione dell’RNA. Tali meccanismi di
silenziamento genico, secondo recenti dati non costituirebbero in realta delle
modalita alternative di inibizione, ma piuttosto un processo sequenziale, dove
I’'mRNA legato e complessato da RISC sarebbe inizialmente bloccato per la
traduzione e conseguentemente destinato alla degradazione. (55)

Oltre che svolgere la propria attivita regolativa all’interno del citoplasma, il
complesso RISC sembrerebbe avere delle funzioni inibitorie anche a livello del
nucleo cellulare. In particolare, secondo recenti dati, i complessi miRISC (miRNA-
RISC) sarebbero capaci di effettuare uno “shuttling” nucleo-citoplasmatico grazie a
proteine importine/esportine connesse alle proteine AGO che facilitano il passaggio
attraverso la membrana nucleare (56,57).

Diverse sono le ipotesi riguardo il ruolo svolto dai miRNA nel contesto nucleare, da
autori che mostrano una regolazione della degradazione post-trascrizionale di RNA
nucleari e ’interazione con RNA ribosomiali, ad autori che li ritengono coinvolti nei

meccanismi di splicing alternativo e di trascrizione genica (53).

2.4 Regolazione dei miRNA

I miRNA, come ampiamente mostrato, hanno la capacita di interagire e di
conseguenza gestire le funzioni di mRNA target, determinando una fine regolazione
post-trascrizionale. Ma chiaramente anche i miRNA, a loro volta, sono regolati sia a
livello trascrizionale che post-trascrizionale

La trascrizione € uno step essenziale per la regolazione dell'espressione dei miRNA.
Molte caratteristiche dei geni codificanti proteine, come le isole CpG, le TATA box e
le modificazioni istoniche sono presenti anche nei promotori dei geni codificanti per i

mIRNA, suggerendo che i regolatori della trascrizione dei miRNA siano gli stessi dei
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geni codificanti proteine: fattori di trascrizione (TFs), enhancers, and silencing
elements (58)

Inoltre, in alcuni casi sembra che i mIRNA possano autoregolare la propria
trascrizione, agendo su propri fattori di trascrizione stabilendo un feedback negativo
0 positivo. (53)

L'espressione dei miRNA é anche controllata da processi che intervengono in fase
post-trascrizionale, per esempio, singoli miRNA presenti in uno stesso cluster
genomico ed elaborati dallo stesso pri-miRNA, possono poi essere trascritti in diverse
forme mature. Chiaramente una down-regolazione dell’espressione di geni chiave
nella maturazione dei miRNA, come ad esempio di Drosha, determina una reazione

sulle sintesi e sulle attivita dei miRNA. (59).

2.5 miRNAs circolatori

I miRNA sono nucleotidi endogeni, che possono pero essere rilasciati nello spazio
extracellulare e ritrovarsi cosi nei liquidi corporei, come il sangue, urina e saliva (60)
| miIRNA circolatori sono relativamente stabili, soprattutto in confronto con ’'RNA
extracellulare, suggerendo che questi miRNA siano protetti in qualche misura da
alcuni meccanismi di degradazione (61). La stabilita dei miRNA in ambiente
extracellulare € attribuibile sia al fatto di trovarsi all’interno di esosomi o
microvescicole, sia all’essere legati a lipoproteine ad alta densita o a proteine AGO
(62,63)

Due sono le ipotesi proposte per spiegare l'origine dei miRNA circolatori, la prima
suggerisce che le cellule abbiano sviluppato meccanismi di rilascio selettivo di
miRNA atte a mediare la segnalazione cellula-cellula (64,65). In tal senso, la
comunicazione cellulare necessaria per coordinare le diverse funzioni biologiche
all'interno dello stesso tessuto o in differenti tessuti/organi sarebbe deputata anche a

fattori non “tradizionali”, come appunto i miRNA.
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Gli esosomi formati per gemmazione da vescicole interne di compartimenti
endosomiali citoplasmatici, contenenti proteine, mMRNA e miRNA, sarebbero
attivamente secreti dalla membrana plasmatica interagendo con cellule bersaglio
specifiche, dove secondo alcuni autori, determinerebbero cambiamenti funzionali
(66).

La seconda ipotesi riguardo al ruolo dei miRNA circolanti & che questi vengano
rilasciati in modo non selettivo, dopo un sovraccarico di produzione o per una
aumentata escrezione. I miRNA sarebbero legati a proteine e potrebbero essere
rilasciati come conseguenza dell’apoptosi o della degradazione di componenti
cellulari dovute ad alterazioni e a danni in alcuni tessuti o organi (67,68).

A prescindere dalle cause che ne determinano la presenza nei fluidi biologici, risulta

chiaro che i miRNA si trovino in circolo fondamentalmente legati a proteine o

all’interno di microparticelle (Figura 5)
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Figure 5. Meccanismi di secrezione dei miRNA nei vasi sanguigni.
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Da questo punto di vista i miRNA attraggono come potenziali biomarcatori poiché
possono essere tessuto e malattia specifici, stabili in circolo e in grado di distinguere
tra individui sani e malati (69).

Se 1 miRNA presenti in circolo siano soprattutto liberi nel plasma o all’interno di
microvescicole, rappresenta un argomento poco chiarito, con risultati contrastanti a
sostegno delle due evidenze (70,71).

Diversi autori non solo attribuiscono un ruolo ai miRNA circolanti nel contesto
fisiologico, ma anche nell’ambito della progressione neoplastica. Sono ritenuti
potenziali regolatori delle comunicazioni intercellulari delle cellule neoplastiche,
mostrando fra I’altro un effetto paracrino sulla crescita tumorale (72-74).

La prima descrizione riguardante la presenza di miRNA nel siero e il loro potenziale
Impiego come marcatore neoplastico risale al 2008 (75) .

Da allora ¢ stato compreso come 1 miRNA siano ampiamente connessi all’insorgenza

e alla progressione del cancro.

2.6 Cambiamenti metodologici nello studio dei miRNA circolatori

Per valutare i miRNA circolanti e essenziale rimuovere tutte le componenti cellulari
come eritrociti, leucociti e piastrine dal sangue. Variazioni pre-analitiche potrebbero
alterare la corretta quantificazione dei miRNA.

In particolare, per esempio, gli eritrociti esprimono alti livelli di miR-451 e miR-16,
il loro riscontro puo rappresentare un segno di emolisi nei campioni di plasma (76,77)
Inoltre anche se i mMiIRNA sono stabili e resistenti alla degradazione nel siero o nel
plasma, ripetuti cicli di congelamento-scongelamento possono determinarne una
degradazione (78). La poca quantita di queste molecole, se confrontate con le
quantita di proteine e di lipidi, ne rende complesso 1’opera di isolamento. Fra 1’altro
proprio le proteine e 1 lipidi potrebbero interferire con I’isolamento e i processi di

estrazione dei miRNA. Rispetto ai primi protocolli, oggi, molti problemi sono stati
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sostanzialmente risolti grazie all’avvento di colonnine leganti i piccoli RNA, che
caratterizzano quasi tutti i pit comuni kit commerciali.

Inoltre, a causa della bassa resa, i metodi tradizionali di quantificazione dell’RNA,
come 1’'uso dello spettrofotometro, non sono in grado di effettuare una corretta
quantificazione proprio in virtu delle dimensioni o della qualita dei miRNA isolati dal
plasma. Attualmente, la gRT-PCR e considerata la tecnica di elezione per la
valutazione dei miRNA (79).

3. MIRNA E HCC

| miRNA stanno rapidamente emergendo come fattori chiave nello sviluppo di molte
neoplasie, tra cui anche ’HCC. I miRNA, partecipando in molti processi cellulari,
sono implicati nell’iniziazione ¢ nella progressione del carcinoma epatocellulare (80)

(Figura 6)
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3.1 miRNA nella regolazione della replicazione virale.

I mIRNA sono essenziali nel sostenere la replicazione virale e nel perturbare i
principali pathway molecolari in cellule infettate dai virus HBV e HCV.

I virus HBV e HCV usano 1 miRNA dell’ospite per completare il ciclo di vitale e
stabilire un'infezione cronica. (81)

Infezioni croniche con HBV o HCV aumentano notevolmente il rischio relativo di
insorgenza di cancro al fegato. Difatti, queste infezioni virali croniche sono presenti
in piu del 70% dei casi di HCC (82)

Per esempio, il mir-122, che e spesso down-regolato in molte patologie epatiche,
mostra effetti opposti sulla replicazione dei virus HBV e HCV (83)

Il miR-122 controlla la replicazione di HCV attraverso il legame con il sito
ribosomiale IRES (Internal Ribosomal Entry Site) al 5-UTR del RNA virale
aumentando la replicazione virale e promuovendo la traduzione di HCV (83) Al
contrario del miR-122, il miR-199a-3p pur legando lo stesso elemento IRES inibisce
la replicazione di HCV (84).

Diversamente il miR-196 mostra un ruolo protettivo up-regolando 1’espressione

dell’Eme Ossigenasi 1 e inibendo indirettamente la trascrizione dell’HCV (85)

3.2 Ciclo cellulare e apoptosi

I miRNA possono alterare la proliferazione cellulare attraverso la regolazione di
fattori coinvolti nel ciclo cellulare, nella crescita e nell'apoptosi.

Per esempio, il miR-26a controlla il checkpoint G1/S avendo come target 'mRNA
della ciclina D2/E2 (86) mentre la downregolazione della famiglia dei miR Let-7
causa una aumentata proliferazione cellulare attraverso il pathway di STAT3 (87).
Altro esempi sono rappresentati dalla downregolazione dei miR-195 e miR-138, e

viceversa dalla overespressione dei miR-221 e miR-222, che determinano, attraverso
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I’inibizione della trascrizione delle cicline o il blocco degli inibitori delle chinasi, la
progressione tumorale (88)

Le cellule neoplastiche per proliferare in modo deregolato ed aberrante devono
sfuggire al controllo dei fisiologici meccanismi apoptotici. In studi condotti su casi di
HCC particolarmente aggressivi, fenomeni come la down-regolazione dei miR-29,
miR-101 e miR-122 causa un aumento delle proteine anti-apoptotiche Bcl-2, Mcl-1, e

Bcl-w, determinando un’accentuata proliferazione (89).

3.3 Alterazione di pathway cellulari

Molti fattori chiave di pathway cellulari sono bersaglio di miRNA, questo ¢ il caso ad
esempio dell’oncosoppressore PTEN, regolatore della via di trasduzione PI3K/AKT,
inibito dai miR-21, miR-222 e miR-29a in HCC (89).

L’alterazione di pathway biologici pud contribuire all’acquisizione da parte delle
cellule di capacita invasive e metastatiche. Il miR-224, un miRNA altamente espresso
in HCC, causa metastasi inibendo, tra gli altri, i geni target: Cdc42 e Bcl-2 (90)

Il miR-122 e in grado di inibire l'angiogenesi e le metastasi intraepatiche
sopprimendo 1'espressione dell’enzima TACE (tumor necrosis factor-a-converting

enzyme) (91).

3.4 Ruolo diagnostico e prognostico dei miRNA in HCC

Le numerose evidenze a sostegno dell’espressione differenziale di miRNA nelle
cellule di carcinoma epatocellulare rispetto ai normali epatociti suggerisce il
potenziale ruolo dei miRNA nella diagnosi e nella prognosi dell’HCC.

Molti studi hanno cercato di individuare un pannello di miRNA o almeno un certo
numero di miRNA in grado di discriminare tra tumore e sano, dai primi esperimenti

condotti su tessuto epatico sino agli ultimi a livello plasmatico.
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Se da un lato diversi studi sul carcinoma epatocellulare indicano numerosi miRNA
deregolati, d’altro lato, non vi sono dati confermati su quali specifici miRNA possano
svolgere il ruolo di marcatore neoplastico. In particolare, di volta in volta diversi
autori evidenziano il ruolo potenziale come marcatore diagnostico e / 0 prognostico
di differenti miRNA (92) (Figura 7).
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Figura 7: Ruolo diagnostico e prognostico dei miRNA in HCC

Molto sforzi sono stati fatti per sviluppare biomarcatori circolanti non invasivi per la
diagnosi dellHCC ma nonostante i miRNA siano altamente stabili nel siero,
I'accuratezza diagnostica della analisi non é ancora soddisfacente. A volte, la
discrepanza dei livelli di espressione di alcuni miRNA e davvero molto evidente. Per
miR-101

esempio, l'espressione sierica del in uno studio si e mostrata
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significativamente superiore nei pazienti HBV-HCC rispetto ai controlli sani mentre
un altro studio ha indicato un dato esattamente contrario (92).

Molti autori ritengono inoltre che i miRNA possano essere utili strumenti per valutare
la prognosi del’HCC e seguire gli eventuali progressi del tumore in termini di
invasivita, metastatizzazione, migrazione e recidive.

Su e coll. hanno mostrato che Il'espressione di miR-25 era significativamente piu
elevata in tessuti neoplastici di HCC che nei normali ed era significativamente
correlata con la classificazione TNM (93). Allo stesso modo, anche l'espressione
sierica del miR-17-5p era piu elevata e significativamente correlata con lo stadio
TNM del carcinoma epatico (94). Il livello dei miR-29b, miR-34, miR-100, miR-146
miR-206, e miR-338 correla con lo stadio TNM e si ritrovano meno presenti nei

tessuti HCC e nel siero di pazienti affetti da carcinoma epatico (92).

3.5 miRNA nella terapia per HCC

Come detto precedentemente, alterazioni dell'espressione di miRNA si associano
all’insorgenza del’HCC. L'espressione esogena di miR-oncosoppressori 0
I'inibizione di onco-miR pud determinare una regressione parziale dei fenotipi
maligni.

In studi condotti su modelli murini di HCC, sono stati testati i potenziali effetti di
terapie basate sulla somministrazione o inibizione di miRNA.

La somministrazione sistemica di miR-26a, un miRNA espresso ad alti livelli nei
tessuti normali ma poco presente in HCC, ha causato l'inibizione della proliferazione
delle cellule tumorali e I'induzione di apoptosi (95).

Studi indicano che la diminuzione del livello del miR-221 attraverso il legame con
I'antimiR-221 possa prolungare la sopravvivenza delle cellule e indurre una riduzione

del numero e delle dimensioni dei noduli tumorali in topi (96). D'altra parte, il
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restauro di miR down-regolati, come il miR-122, con I’introduzione di miR esogeno

nel sistema cellulare, puo inibire la tumorigenesi e le metastasi in vivo (91).
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SCOPO DELLARICERCA

Il carcinoma epatocellulare (HCC) e la forma piu comune di tumore maligno del
fegato ed e il quinto tumore per frequenza e la seconda causa di morte correlata al
cancro nel mondo.

La sopravvivenza a 5 anni dei pazienti con HCC negli anni 2005-2007 in Italia é stata
rispettivamente del 17% per i maschi e 16% per le femmine (5) La prognosi infausta
e da associare in modo particolare alla tardiva scoperta del tumore (13,97,98)

Le metodologie diagnostiche e prognostiche ad oggi usate, nonostante i progressi fatti
nella terapia e nel trattamento di questo tumore, sono ancora insufficienti per
diagnosticare e valutare la prognosi negli stadi precoci della patologia.

In ambito oncologico, le biotecnologie stanno rapidamente cambiando i trattamenti
terapeutici e il modo di studiare e analizzare le neoplasie, tant’¢ che negli ultimi anni
numerosi studi sono stati pubblicati nel tentativo di identificare firme genetico-
molecolari relative all’epatocarcinoma.

La scoperta di biomarcatori presenti nei fluidi corporei e nei tessuti associati con
I’insorgenza del’HCC ¢ una delle piu promettenti tecniche per aumentare
I’accuratezza diagnostica e prognostica per I’HCC.

In questo contesto i mMiIRNA circolanti mostrano diverse e importanti caratteristiche
che li possono rendere nuovi e ideali biomarker: sono stabili nei fluidi corporei e
sono caratterizzati da facilita e basso costo di analisi grazie a metodiche di
quantizzazione sensibili, come la RealTime quantitativa (QRT-PCR) (75,99) Tali
caratteristiche e, al contrario, la mancanza di metodi non invasivi per monitorare gli
stadi precoci di HCC spiegano poiché molti li ritengono una grande promessa come
biomarcatori diagnostici e prognostici. (100)

I mMiRNA sono piccole molecole di RNA non codificante a singolo filamento di circa

21-30 nucleotidi. Essi modulano I’espressione di vari geni target sia livello post
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trascrizionale che traduzionale. Sono responsabili di una regolazione fine dei processi
fisiologici contribuendo in modo perd sostanziale ai normali  meccanismi di
regolazione genica. I miRNA sono implicati nello sviluppo, nel differenziamento
cellulare e nella regolazione del ciclo cellulare e la loro espressione aberrante €
comune nell’insorgenza dei tumori, del diabete e di disordini immunodegenerativi
(30-32). I miRNA sono rilasciati nello spazio extracellulare ed essi sono
estremamente stabili nei fluidi corporei, inclusi siero e plasma, dove sono associati in
microvescicole o legati a proteine (75). Sulla relazioni tra miRNA e HCC diversi
studi hanno mostrato un’aberrante espressione di specifici miRNA nel siero e nel
plasma di pazienti affetti da HCC cosi come a livello del tessuto tumorale (101).

In tal senso questo studio vuole fare un analisi di profiling di espressione dei miRNA
circolanti allo scopo di individuare un pannello di miRNA validi per una diagnosi
precoce della malattia, che possano eventualmente dare anche indicazioni
prognostiche e che rappresentino utili marcatori per seguire il decorso clinico della
patologia. Per raggiungere tale scopo, I’approccio piu adatto ed innovativo ¢
sembrato essere quella di una analisi del miRNoma circolante.

Lo studio presuppone due fasi: la prima prevede 1’analisi globale di circa 380 miRNA
del plasma attraverso metodica quantitativa RQ-PCR su pazienti affetti da
epatocarcinoma, su pazienti post trattamento in risposta clinica e strumentale,
pazienti cirrotici e donatori sani. I miRNA esaminati rappresentano circa la meta
dell’intero miRNoma umano conosciuto e valutabile, in particolare, sono presi in
considerazione tutti i miRNA a funzione nota, cioé tutti quei miRNA ad oggi
caratterizzati da un punto di vista funzionale. L’analisi globale dei miRNA circolanti
per singolo paziente ¢ resa particolarmente difficoltosa dall’esiguo numero di
molecole presenti in circolo, per questo & necessario procedere a uno specifico step di
preamplificazione.

Il secondo punto dello studio prevede poi la validazione su una coorte piu ampia e

tramite saggi singoli di alcuni specifici miRNA individuati come differenzialmente
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espressi dalla fase di screening. Sul pannello di miRNA sara condotta un’analisi
quantitativa per esaminarne i livelli di espressione nel plasma di pazienti affetti da
epatocarcinoma rispetto alle altre categorie di pazienti esaminati.

| risultati ottenuti permetteranno la selezione di specifici miRNA plasmatici, utili
come potenziali marcatori sia in fase diagnostica sia per monitorare la patologia in

modo non invasivo.
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MATERIALI E METODI

5.1 Pazienti e campioni

Diagnosi, selezione e arruolamento dei pazienti ¢ condotto presso 1’Unita di Medicina
Interna della A.O. “Villa Sofia-Cervello” di Palermo, un consenso informato scritto
e ottenuto da ciascun paziente. Ai pazienti sono applicati criteri diagnostici e di
stadiazione secondo 1’algoritmo BCLC (Barcelona Clinic for Liver Cancer) e trattati
secondo il trattamento pit adeguato indicato dal sistema adottato.

| pazienti arruolati possono suddividersi in differenti categorie: pazienti affetti da
epatocarcinoma HCV-correlato di nuova diagnosi, pazienti affetti da epatocarcinoma
sottoposti al trattamento terapeutico con una risposta completa valutata secondo
criteri clinici e strumentali, pazienti cirrotici HCV-correlati ma viremia negativi post-
trattamento, e donatori sani arruolati presso 1’Unita di Ematologia della A.O. “Villa
Sofia-Cervello" di Palermo (5,14,15).

Campioni di sangue periferico in provette in EDTA sono stati raccolti per un totale di

46 pazienti studiati.

5.2 Schema dello studio

Lo studio prevede due fasi: un primo step di analisi di miRNA profiling utilizzando un
Array-TagMan Human MicroRNA, in combinazione con tecniche di
preamplificazione RT Megaplex ed un secondo step di validazione dei risultati
ottenuti su miRNA candidati.

Per la prima fase di analisi globale dei miRNA, sono stati raccolti campioni di sangue
periferico da 16 pazienti. | pazienti sono stati selezionati per ottenere 4 gruppi
confrontabili: 4 campioni da carcinoma epatocellulare di nuova diagnosi (HCC), 4 da
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pazienti affetti da carcinoma epatocellulare trattato in remissione clinica e
strumentale, 4 da pazienti con cirrosi trattati viremia-negativi e 4 donatori sani.

Per approcciare la seconda fase dello studio, su miRNA selezionati ed identificati
dallo screening iniziale, e stata eseguita una analisi con saggio singolo su una nuova
coorte di pazienti: 10 HCC, 10 HCC trattati e 10 donatori sani

5.3 Processamento dei campioni ed estrazione dei miRNA circolanti

Innanzitutto, per poter ottenere i MiRNA circolanti, il primo passo consiste nella
separazione per centrifugazione del plasma dal sangue. | campioni di sangue
periferico prelevati in provette in EDTA sono centrifugati a 2000 g per 5 minuti, e il
sovranatante ottenuto e successivamente centrifugato a 4000 g per 5 min. Il plasma e
trasferito in una provetta pulita e centrifugato nuovamente a 12.000 g per 15 min.
200 pL di plasma cosi ottenuti sono trasferiti in una nuova provetta e conservati a
-80°C fino all’esecuzione dell'esperimento.

Ottenuto il plasma si procede ad estrarre 'RNA dai campioni, in particolare, € usato il
kit miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) designato per estrarre I’RNA totale,

compresi i piccoli RNA, dai fluidi corporei.

Procedura:

1. T campioni di plasma possono essere preparati prima dell’estrazione o scongelati.

2. Aggiungere 5 volumi del reagente QlAzol al campione e incubare a temperatura
ambiente per 5 min

3. Aggiungere cloroformio per un volume eguale al campione di partenza e vortexare
vigorosamente per 15s, incubando a temperatura ambiente per 2-3 min

4. Centrifugare per 15 minuti a 12.000xg a 4 ° C.
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Dopo centrifugazione, il campione si separa in 3 fasi: una parte superiore, incolore,
costituita da una fase acquosa contenente RNA; un’interfase bianca e una fase
inferiore, rossa, costituita da materiale organico.

5. Trasferire la fase acquosa superiore in un tubo di raccolta e aggiungere 1,5 volumi
di etanolo al 100%

6. Caricare circa 700 pl di campione, compreso 1’eventuale precipitato che puo
essersi formato, in una colonna RNeasy MinElute e centrifugare a 8000xg per 15 s a
temperatura ambiente e ripetere il passaggio per il resto del campione.

8. Aggiungere 700 ul di buffer RWT alla colonna RNeasy MinElute e centrifugare
per 15 s a 8000xg

9. Aggiungere 500 pl buffer RPE sulla colonna RNeasy MinElute e centrifugare per
15 s a 8000xg

10. Caricare 500 pl di etanolo all'80% nella colonna RNeasy MinElute

11. Centrifugare la colonna RNeasy MinElute alla massima velocita per 5 minuti per
asciugare la membrana

12. Aggiungere 17 ul di acqua RNasi-free direttamente al centro della RNeasy

MinElute e centrifugare a massima velocita per 1 min per ottenere 15 pl di eluato.

5.4 miRNA profiling.

Per effettuare uno studio del miRNoma umano e stato usato un sistema di TagMan
Array-TLDA Human miRNA panel (MFC MicroFluidic Card ThermoFisher). Questa
tecnologia rappresenta un metodo di RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) attraverso cui
si possono contemporaneamente saggiare i livelli di espressione di circa 380 miRNA
in una singola analisi. In particolare € usata la TagMan Card A, i miRNA quantizzati
attraverso questa Card rappresentano circa il 50% dei miRNA attualmente valutabili,
in particolare, si tratta dei cosidetti miRNA “a funzione nota”; la composizione della

card e indicata sul sito www.thermofisher.com).
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Per ottenere il profilo di miRNA plasmatici per ogni paziente e stato condotto un
esperimento che consta di tre step, descritti nei dettagli di seguito. L’RNA totale
estratto mediante colonnine RNeasy MinElute e sottoposto a trascrizione inversa
(RT) usando dei pool di primer specifici per retrotrascrivere i 380 miRNA della
TagMan Card A.

In seguito per generare abbastanza cDNA per il successivo step di Real-Time PCR, il
cDNA e pre-amplificato usando Megaplex PreAmp primer.

Il prodotto di pre-amplificazione insieme ai reattivi per la reazione TagMan
RealTime sono caricati in ognuna delle 8 porte della TagMan Human MicroRNA
Card A.

Schema del workflow seguito & mostrato in Figura 8

u 3 : J} Up to 381
' : targets
Megaplex™ Megaplex™ .
RT Primers PreAmp Primers TagMan™ Array MicroRNA Card

(or individual TagMan™ MicroRNA Assays)

Figura 8. Schema del workflow seguito per TagMan Array-TLDA MicroRNA Card

RetroTrascrizione (RT)

L’RNA ¢ estratto da 16 campioni costituenti il gruppo di pazienti su cui fare ’analisi
di profiling: 4 campioni di HCC alla diagnosi, 4 campioni di HCC trattati e in
risposta completa, 4 pazienti cirrotici trattati, 4 donatori sani.

Per ognuno di questi campioni per analizzare 1’espressione dei miRNA, I’RNA
estratto e sottoposto a reazione di retrotrascrizione usando High Capacity cDNA
Archive Kit (ThermoFisher) con specifici primers per i 380 miRNAs. Tali primers
sono contenuti nella Megaplex RT Human Pool A for TagMan miRNA facilitando

molto e rendendo lineare il workflow per la quantizzazione di 380 miRNA in
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parallelo, attraverso le retrotrascrizione del cDNA di tutti questi miRNA in una
singola reazione.

La reazione si effettua con 5 pl di RNA in un volume finale di 10 pl:

RT Reaction Mix Volumefor
Components oLl
(L)

Megaplex RT primers (10x) 1 uL
dNTPs with dTTP(100nM) 0,2 uL
Mutiscribe Reverse Transcriptase 0,5 uL
(50U/uL)
10x RT Buffer 1ul
Rnase Inhibitor (20U/pL) 0,1 puL
Nuclease-free water 2,2 uL
Total 5ulL

Il profilo termico per la reazione di retro-trascrizione (RT) e descritto di seguito:

Hold 16 °C 30 min
Hold 42 °C 30 min
Hold 85 °C 5 min
Hold =

Reazione di Pre-Amplificazione

Quando ¢ possibile avere solo una piccola quantita di RNA, 'uso dei Megaplex
PreAmp Primers aumenta significativamente 1’abilita di evidenziare bassi livelli di
miRNA, dando la possibilita di generare un ampio profilo di espressione a partire da
scarse quantita di RNA. La reazione di pre-amplificazione e condotta sul cDNA della
retrotrascrizione precedente, con i Megaplex PreAmp Primers Human Pool A
designati per essere usati con i Megaplex RT Human Pool A. Difatti i primers del
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Megaplex PreAmp Pool consistono di primers forward specifici per ciascuno dei 380

mIiRNA e un primer reverse universale.

La pre-amplificazione consente una uniforme amplificazione di tutti i miRNA prima
della quantizzazione attraverso Real-Time PCR

La reazione di pre-amplificazione si effettua con 2,5 ul di cDNA in un volume finale

di 25 ul secondo lo schema seguente:

Volume for

RT Reaction Mix
one sample

Components
d (L)

TagMan PreAmp Mater Mix (2x) 12,5 uL
Megaplex PreAmp Primers (10x) 2,5 uL
Nuclease-free water 7,5 uL
Total 22,5 uL

Il profilo termico per la reazione di pre-amplificazione e descritto in figura:

Hold 95 °C 10 min
Hold 55 °C 2 min
Hold 72 °C 2 min
Y 95°C [5/sec
Cycle (12) 60 °C 4 min
Hold 99.9°C 10 min
Hold e oo

Dopo lo step di pre-amplificazione, il prodotto é diluito 1:4 con TE 0.1X

RealTime PCR
Il prodotto di pre-amplificazione cosi diluito & aggiunto alla TagMan Universal PCR

Master Mix e portato a un volume finale di 100 pl, in accordo a quanto descritto:
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Volume for

Components one Array
(L)
e e e T g0
Diluited PreAmp product 360 L
Nuclease-free water 90 uL
Total 900 pL

Si tratta di una reazione di RQ-PCR condotta su strumento RealTime 7900HT
(Applied Biosystems). La mix di reazione € caricata in ognuna delle 8 porte della

TagMan Human MicroRNA Card A, seguendo il profilo termico specifico:

Hold 37°C 10 min
Hold 50 °C 2 min
Hold J2E@ 50 sec
95 °C 15 sec

Cycle (55) 60 °C 50 sec
72 °C 1 min

| dati di qRT-PCR sono quantificati utilizzando il software SDS 2.3 utilizzando come
controllo endogeno 1 miR U6, ’RNU48 e il miR-21.

Il valore di ciclo soglia (cycle threshold: Cy), calcolato relativamente al controllo
endogeno, @& stato utilizzato per l'analisi (ACt). 1l metodo 2" (algoritmo delta-

delta-Cy) e stato utilizzato per calcolare le variazioni relative nell'espressione genica

tra i diversi gruppi

5.5 Espressione dei miRNA

Per confermare 1 miRNA identificati come differenzialmente espressi tramite 1’analisi
di miRNA profiling, si & proceduto alla valutazione su una nuova e piu ampia coorte
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attraverso analisi basata su saggio singolo. L’RNA ¢ estratto dai 30 campioni di
plasma della nuova coorte (10 HCC, 10 HCC trattati e in risposta, 10 donatori sani)
usando miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) come descritto precedentemente. In
seguito su questo si conduce dapprima una reazione di retrotracrizione usando un
saggio TagMan microRNA Assay (ThermoFisher) specifico per ogni miRNA
analizzato: miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32, miR-122, miR-223 e miR-106b
oltre chiaramente ai miR U6, RNU48 e miR-21e in seguito reazione RealTime PCR
usando TagMan MiRNA Assay

La reazione di retrotrascrizione e condotta per ogni campione usando High Capacity
cDNA Archive Kit (ThermoFisher) con lo specifico primer 5x per il miR in esame.

2 uL di RNA ¢ aggiunto alla mix di reazione in un volume finale di 5 pL. La mix ¢

COsi composta:

RT Reaction Mix Volume for
Components one sample
(nL)

Specific miR- RT primers (5x) 1 pL
dNTPs with dTTP(100nM) 0,05 pL
Mutiscribe Reverse Transcriptase 0,34 pL
(50U/pL)

10x RT Buffer 0,5 uL
Rnase Inhibitor (20U/uL) 0,1 uL
Nuclease-free water 1,0 uL
Total 3,5 uL

Con un profilo termico uguale alla retrotrascrizione con Megaplex RT Primers:

Hold 16 °C 30 min

Hold 42 °C 30 min

Hold 85 °C 5 min
4°C

Hold
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A questa fa seguito una reazione di RQ-PCR (Realtime PCR) per valutare
I’espressione dei miRNA in saggi singoli sulla nuova coorte di pazienti per
confermare i dati ottenuti dalla analisi di profiling.

Tale reazione e condotta su strumento RealTime 7900HT (Applied Biosystems) con
metodica Tagman allo scopo di effettuare una singola quantizzazione dei miRNA
circolanti.

In un volume finale di 30 puL, 5 uL di cDNA della retro-trascrizione miRNA specifica

e analizzato attraverso TagMan assay secondo la seguente reazione:

Volume for

Components one Array
(nL)

TagMan Universal PCR Master Mix

No AmpErase UNG (2x) L
TagMan assay miR-(20x) 1,5 puL
Nuclease-free water 8,5 uL
Total 30 uL

Con il seguente profilo termico:

Hold 37 °C 10 min
Hold 50°C 2 min
Hold 95EE 10 min
. 95 °C 13 sec
Cycle (50) 60 °C 1 min

Il valore di ciclo soglia (cycle threshold: Cy), calcolato relativamente al controllo
endogeno, @& stato utilizzato per l'analisi (ACt). 1l metodo 2" (algoritmo delta-
delta-Ct) e stato utilizzato per calcolare le variazioni relative nell'espressione genica

tra i diversi gruppi.
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5.6 Linee cellulari

E stato condotto uno studio dei profili di espressione dei miRNA a livello cellulare su
diverse linee cellulari. Le linee cellulari HepG2 e Huh7 (provenienti dal Laboratorio
del Prof. Alessandro, Universita di Palermo) derivano da cellule di carcinoma
epatico. La linea cellulare MV4-11 (acquistate presso la American Type Culture
Collection (ATCC), CRL-9591) deriva da cellule di leucemia mielomonocitica
bifenotipica.

La linea HepG2 e mantenuta in terreno MEM (Minimum Essential Medium Eagle),
la linea Huh7 €& mantenuta in terreno DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) mentre la linea MV4-11 é mantenuta in terreno IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Medium)

Le cellule sono state coltivate ed espanse a 37°C, in atmosfera al 5% di CO, in
terreno contenente 10% di siero fetale bovino (Sigma-Aldrich) ed antibiotici 1X.
L’RNA totale ¢ estratto dai lisati cellulari tramite estrattore automatico QIAsymphony
(Qiagen).

L’RNA ¢ retrotrascritto tramite High Capacity cDNA Archive Kit (ThermoFisher)
con Megaplex RT Human Pool A contenente i specifici primers per i 380 miRNA,
come descritto precedentemente. Effettuata la retrotrascrizione si procede, seguendo
lo stesso protocollo gia descritto, con la RealTime PCR con metodica TagMan
utilizzando le TagMan Human MicroRNA Card A.

Il sovranatante delle linee cellulari é raccolto prima che le cellule siano a confluenza
e da questo ¢ estratto I’RNA tramite colonnine di estrazione miRNeasy Serum/Plasma
Kit.

Si procede poi a una reazione di retrotracrizione usando un saggio TagMan
microRNA Assay (ThermoFisher) per ogni miRNA analizzato: miR-224,
miR-139-3p, MmiR-330, miR-32, miR-122, miR-223 e miR-106b e i “miR reference”:
U6, RNU48 e miR-21 a cui fa seguito una reazione di PCR RealTime con TagMan

MiRNA Assay, secondo il protocollo sopra descritto.
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Il valore di ciclo soglia (cycle threshold: Cy), calcolato relativamente al controllo

endogeno, & stato utilizzato per I'analisi (ACt). 1l metodo 274"

(algoritmo delta-
delta-Ct) e stato utilizzato per calcolare le variazioni relative nell'espressione genica

tra i diversi gruppi

5.7 Analisi statistica.

| risultati per ogni run TagMan sono quantificati separatamente. | dati sono
quantificati utilizzando SDS 2.3 software e normalizzati usando U6, RNU48 e
miR-21 come controllo.

Difatti in letteratura ancora non si e pervenuti a un unanime consenso circa i mMiRNA
da utilizzare come calibratore per il plasma. Questa ¢ una problematica tutt’ora non
risolta. In questo lavoro si utilizzano sia ’U6 che ’'RNUA48. Inoltre é utilizzato come
controllo anche il miR-21. La scelta di questo miR si basa su lavori presenti in
letteratura che lo usano come normalizzatore, sebbene vi siano altri autori che lo
associano all’HCC. Dai nostri dati non si evince tale associazione, in piu é
uniformemente espresso e viene utilizzato insieme ai due reference RNU48 e U6.
L’uso di tre controlli endogeni permette un confronto anche all’interno dei
normalizzatori per evitare bias legati a una errata normalizzazione (102-104).

| valori “Undetermined” sono considerati come 55 (1’ultimo ciclo della rezione). Il
ciclo threshold (Cy), rapportato al controllo endogeno e usato per 1’analisi

quantitativa (ACy). Il metodo 244"

e usato per calcolare i cambiamenti relativi in
termine di espressione genica tra i differenti campioni. L’espressione differenziale
dei miRNA é usata dal software Relative Expression Software Tool (REST) per
calcolare la differenza in termini di espressione fra gruppi confrontati e la
significativita statistica della stessa. La differenza di espressione € considerata
statisticamente significativa per valori di p-value<0.05 (105).

Le Heatmap sono realizzate con il software RStudio utilizzando i valori di ACy
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RISULTATI

6.1 MiRNA profile in HCC

L’analisi del profilo dei miRNA circolanti nel plasma ¢ condotto attraverso TagMan
Custom Array-TLDA Human miRNA su 16 campioni: 4 provenienti da pazienti affetti
da epatocarcinoma di nuova diagnosi HCV-correlato, 4 da pazienti affetti da
epatocarcinoma sottoposti a trattamento terapeutico con una risposta completa
valutata secondo criteri clinici e strumentali, 4 da pazienti cirrotici HCV-correlati
viremia negativi post-trattamento e 4 donatori sani.

Per tutti questi campioni, secondo le modalita descritte nei materiali e metodi, si €
potuto valutare tramite RQ-PCR il livello di espressione di circa 380 miRNA.
Innanzitutto, le prime considerazioni dello studio hanno riguardato i dati relativi
all’espressione quantitativa dei miRNA nel plasma dei 4 pazienti Su cui Si € posta una
diagnosi di epatocarcinoma.

Per ottenere un dato di espressione dei miRNA “normalizzato”, si sono utilizzati
come miRNA di riferimento 1’U6, ’'RNU48 ¢ il miR-21 che mostrano la piu bassa
variazione tra i diversi miR di normalizzazione cosi come evidenziato da altri autori
(102-104).

Scopo di questa prima fase era di effettuare uno studio di miRNA profiling per capire,
quindi, nei pazienti con diagnosi di HCC quale fosse lo spettro dei miRNA presenti
in circolo.

Dei circa 380 miRNA analizzati attraverso la Micro Fluidic Card A,
approssimativamente il 60% di questi € presente nei campioni plasmatici, con un
numero di miRNA circolanti che varia da un minimo di 182 a un massimo di 248
(51%-68% del totale).
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Interessante € notare che i dati di espressione provenienti dai 4 pazienti HCC sono del
tutto coerenti, tant’¢ che 1 miRNA presenti nel plasma dei campioni sono pressoché
simili. Circa il 60-70% dei miRNA presenti sono condivisi tra i 4 campioni, difatti il
test ANOVA, statistica di analisi dei dati che consente di verificare ipotesi relative a
differenze tra le medie di due o piu popolazioni, condotta sui miRNA presenti,
mostra p—Vvalue statisticamente significativo (p<0,05)

Analizzando inoltre i top 20 miRNA over-rappresentati nel plasma dei diversi
campioni HCC questa percentuale sale addirittura all’98%, praticamente questi 20
miRNA sono identici fra i campioni di HCC.

Data questa sostanziale condivisione del profilo di espressione dei miRNA fra i
diversi campioni di HCC, si ¢ cercato di capire se, in termini “quantitativi”, vi fosse
una distribuzione omogenea o disomogenea dei miRNA all’interno di ogni campione.
Considerando i valori di Cy (ciclo threshold) inferiore a 35 come il cut-off per
indicare I’ultimo ciclo di “good detected” si individuano innanzitutto una media di
circa 138 miRNA (range 96-168) “ben evidenziabili” nel plasma (sui circa 215
presenti) Dato che tra questi perd i livelli di espressione sono estremamente
differenti, si & condotta una analisi AACt all’interno di ciascun campione.
Considerando quei miRNA il cui Ct ¢ di 35 ( indicato come ultimo ciclo di “good
detected”) ¢ stato calcolato il AC; usando il miRNA U6 come normalizzatore e
calcolato il AAC 1 rispetto ai miRNA piu espressi. Cosi sono stati individuati ben 27
mMIiRNA (range 23-36) “molto abbondanti” nel plasma dei pazienti HCC con AAC t
>9 se comparati ai miIRNA meno presenti (>1000 fold), ed altri 74 miRNA
“abbondanti”( range 50-91) con un AACt>6 (>100 fold).

6.2 miRNA circolanti in HCC rispetto ai donatori

L’analisi di profiling dei miRNA presenti nel plasma sul singolo paziente resa

possibile, come detto, dallo step di pre-amplificazione del cDNA dei miRNA, senza
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ricorrere quindi a pool di pazienti, restituisce un quadro quanto piu fedele
dell’espressione dei miRNA nel contesto plasmatico. L’aver ottenuto dati pressoché
uguali in termini di espressione fra i pazienti affetti da HCC permette di individuare e
di focalizzare D’attenzione su specifici miRNA cosi da poterli confrontare con
I’espressione in altre categorie di pazienti.

Innanzitutto abbiamo comparato i miRNA presenti nel plasma dei pazienti HCC con
quelli presenti nel plasma di donatori sani, al fine d’individuare un pattern di
espressione differenziale.

Confrontando il numero di miRNA circolanti tra HCC e donatori si osserva
innanzitutto una differenza nel numero di miRNA presenti, in particolare, nel plasma
degli HCC si trovano tra i 182 e i 248 miRNA espressi, 51%—-68% del totale, mentre
nei soggetti sani vi sono circa 194 miRNA presenti, 53% del totale, evidenziando che
il numero dei miRNA circolanti risulta piu alto nei pazienti HCC rispetto ai donatori
sani (chi-square p=0.001).

Allo scopo di identificare i miRNA differenzialmente espressi tra il plasma dei
pazienti HCC e il plasma dei donatori, si € portata avanti una supervised analysis sui
dati ottenuti dalle Card-TLDA Human miRNA attraverso il software statistico REST.
Il software, cosi come descritto precedentemente, calcolando le differenze di
espressione in termini di AC+ e la ripetitivita dei dati fornisce una dato di espressione
differenziale in termini di fold e di p-value.

L’analisi REST identifica un set di 24 miRNA differenzialmente espressi tra plasma
HCC e donatori, 5 dei quali over-rappresentati nel plasma dei pazienti HCC e 19, al

contrario, meno presenti (Tabella 1).
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Tabella 1. miRNA differenzialmente espressi nel plasma
dei pazienti HCC vs plasma dei donatori sani

miRNA Expr. P::'E‘;E Fold REST
hsa-miR-224 uP 0,000 | 1536444,062
hsa-miR-133-3p up 0,022 | 448723219
hsa-miR-38 uP 0,000 | 11167498
hsa-miR-32 UP 0,000 56,974
hsa-miR-330 uP 0,058 | 10181338
hsa-miR-133-5p DOWN 0,000 0,025
hsa-miR-292 DOWN 0,000 0,002
hsa-miR-106k DOWN 0,000 0,008
hsa-miR-122 DOWN 0,000 0,008
hsa-miR-223 DOWN 0,008 0,002
hsa-miR-302b DOWN 0,019 0,002
hsa-miR-218 DOWN 0,020 0,018
hsa-miR-125h DOWN 0,025 0,000
hsa-miR-486 DOWN 0,031 0,014
hsa-miR-20a DOWN 0,033 0,007
hsa-miR-16 DOWN 0,036 0,015
hsa-miR-150 DOWN 0,042 0,021
hsa-miR-184 DOWN 0,044 0,009
hsa-miR-192 DOWN 0,044 0,029
hsa-miR-154 DOWN 0,046 0,126
hsa-miR-152 DOWN 0,046 0,020
hsa-miR-520d-5p DOWN 0,047 0,000
hsa-miR-429 DOWN 0,050 0,000
hsa-miR-455-3p DOWN 0,050 0,000

In particolare, nel gruppo dei miRNA over-rappresentati si ritrova il miR-224, gia
descritto in letteratura associato all’HCC, e i miR-139-3p, miR-330 e miR-32
identificati per la prima volta in questo studio in associazione con I’HCC (106,107).
Inoltre, & da sottolineare, come questi mMiRNA siano fortemente rappresentati nel
plasma HCC mentre si ritrovino a bassi livelli nel plasma dei donatori sani. (Tabella
1).

Nel gruppo dei sottorappresentati si ritrovano i miR-106b, miR-122 e miR-223 in
accordo a dati presenti in letteratura (108-111)

Considerando esclusivamente quei miRNA differenzialmente presenti tra le due
categorie, era interessante evidenziare se questi dati fossero tali da consentire una

clusterizzazione dei soggetti analizzati tra HCC e donatori. Cosi una unsupervised
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hierarchical cluster analysis chiaramente mostra come i pazienti HCC vengano
raggruppati nello stesso cluster in confronto con i donatori. La Heatmap di tale

analisi, ottenuta mediante R Studio, come indicato precedentemente, € mostrata in
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Figure 9 Heatmap dei miRNA differenzialmente espressi nei campioni
di plasma in HCC comparati ai campioni di donatori sani

6.3 miRNA circolanti in HCC rispetto a pazienti HCC trattati e cirrotici

Dopo aver confrontato il profile dei miRNA plasmatici tra pazienti affetti da HCC e
donatori sani al fine di riscontrare un pattern di miRNA differenzialmente presenti tra
la condizione patologica e la condizione fisiologica, € sembrato, allo stesso modo,

interessante confrontare 1’espressione dei miRNA nella condizione di neoplasia alla
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diagnosi sia rispetto al plasma di pazienti con pregresso HCC trattato e in risposta
strumentale per evidenziarne delle differenze tra il momento di insorgenza e dopo
trattamento, sia rispetto al plasma di pazienti cirrotici trattati per confrontarlo con uno
stato di alterazione non neoplastico del contesto epatico.

Cosi come descritto precedentemente, attraverso metodica TagMan Custom Array-
TLDA Human si sono analizzati i 380 miRNA circolanti, individuando un numero di
mIiRNA presenti nel plasma dei pazienti HCC trattati tra i 154 e 213 (43%-54%) ed
un numero tra i 206 e 231 (57%-64%) nei pazienti cirrotici trattati. Risulta quindi che
il numero dei miRNA circolanti in una fase attiva della patologia sia superiore
rispetto ai pazienti trattati (chi-square p=0.0352)

Utile ai fini dello studio risulta la ricerca dei miRNA che si presentino in quantita
differente tra le diverse categorie analizzate, I’analisi con il software REST restituisce
un pannello di circa 20 miRNA differenzialmente presenti tra plasma di pazienti
HCC e plasma di pazienti HCC trattati e in risposta completa. In particolare, nei
pazienti HCC rispetto ai pazienti in risposta completa, 18 risultano over-rappresentati

e 2 risultano decrementati (Tabella 2).
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Tabella 2. MiRNA differenzialmente espressi nel plasma
dei pazienti HCC vs plasma dei pazienti HCC trattati

R value Fold
mIiRNA F;{EST REST
hsa-miR-224 up 0,007 | 958.658,78
hsa-miR-545 up 0,002 | 164.757,24
hsa-miR-15a up 0,006 | 23.707,04
hsa-miR-383 up 0,005 3.951,11
hsa-miR-330 up 0,013 13.059,45
hsa-miR-636 up 0,013 6.082,73
hsa-miR-561 up 0,025 | 123.667,86
hsa-miR-515-5p up 0,033 5.304,36
hsa-miR-651 up 0,039 16.599,91
hsa-miR-133b up 0,04 1.983,31
hsa-miR-329 up 0,031 1.480,32
hsa-miR-32 up 0,011 1.206,73
hsa-miR-215 up 0,007 431,754
hsa-miR-410 up 0,037 312,452
hsa-miR-34c up 0,037 247,045
hsa-miR-34a up 0,043 45,865
hsa-miR-99b up 0,008 35,053
hsa-miR-139-3p 0,177 1.063,87
hsa-miR-520d-5p DOWN 0,038 0
hsa-miR-518d DOWN 0,052 0,021

E interessante sottolineare come si ritrovino in tale pannello miRNA gia riscontrati
come over-rappresentati in HCC rispetto ai donatori, nello specifico: i miR-224,
miR-330, miR-32 e miR-139-3p, seppur quest’ultimo in modo non statisticamente
significativo (p-value=0,17). Una unsupervised hierarchical cluster analysis
effettuata tramite software R Studio condotta sui miRNA differenzialmente presenti
tra HCC e HCC in risposta mostra una chiara clusterizzazione delle due categorie.
(Figura 10)

Il confronto tra campioni di plasma HCC e campioni di plasma di pazienti cirrotici
non individua un profilo differenziale simile ai precedenti confronti, ma é tuttavia da
sottolineare che nei pazienti cirrotici rispetto ai donatori ritroviamo una over-

rappresentazione dei miR-139-3p, miR-224 e miR-330
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Figure 10 Heatmap dei miRNA differenzialmente espressi nei campioni di
plasma in HCC comparati ai campioni di HCC trattati e in risposta completa

6.4 Espressione dei miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32, miR-122, miR-223

e miR-106b in HCC.

L’analisi globale dei miRNA circolanti restituendo il quadro dell’espressione dei
miRNA nel contesto fisiologico e patologico, mostra, come indicato nelle tabelle 1
e 2, e nelle heatmap i miRNA associati all’HCC. Passo successivo dello studio ¢
chiaramente la conferma dei dati riscontrati attraverso una valutazione su una
nuova coorte di 30 campioni costituita da: 10 HCC, 10 HCC trattati e in risposta
completa e 10 donatori. A differenza dell’analisi di profiling attraverso TagMan
Array microRNA, questa validazione dei dati si effettua con un saggio singolo per

ogni MIRNA preso in considerazione. Si tratta di una analisi attraverso una
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reazione in cui ogni miRNA ¢ retro-trascritto e valutato singolarmente a partire
dall’RNA estratto dal plasma. Questa procedura ¢ considerata “gold standard” per
confermare dati provenienti da analisi globale di espressione, sia per ampliare la
casistica presa in esame sia per ovviare a eventuali problemi di co-amplificazione
dei 380 miRNA. L’analisi statistica ¢ effettuata tramite REST cosi come nelle
analisi precedenti e descritta nei materiali e metodi.

Tenuto conto delle differenze di espressione riscontrate dal profiling, sono stati
selezionati 7 miIRNA per essere riconfermati tramite saggio singolo, in particolare,
I miR: miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32 e considerati over-espressi e i
miR-122, miR-223 e miR-106b, considerati come down-regolati.

| miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32, confermano, nella nuova coorte, una
maggiore presenza nel plasma dei pazienti con HCC in fase attiva rispetto ai
pazienti in risposta terapeutica e ai donatori sani.

In particolare, considerando i pazienti HCC rispetto ai donatori individuiamo che i
miR-330, miR-32 e miR-224 sono fortemente presenti nel plasma dei pazienti
HCC (p=0,036, fold=335,5; p=0,034, fold=98,5; p=0,014, fold=15,3
rispettivamente) con una differenza statisticamente rilevante, e che il miR-139-3p e
anch’esso over-espresso negli HCC anche se in modo non statisticamente
significativo (p=0,154, fold= 75,6) (Figura 11)
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Figura 11. A) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-139-3p, miR-330, miR-32 e miR-
224 ottenuta da REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC rispetto ai donatori. | dati sono
mostrati come expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la
parte superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile B.) In
tabella i valori di fold change e di p-value per ogni miR, calcolato da REST confrontando 1’espressione
nei pazienti HCC rispetto ai donatori

Considerando poi gli HCC rispetto ai pazienti trattati, si nota che una elevata
presenza di questi quattro miRNA si associa anche in questo caso con
I’epatocarcinoma, in particolare, in modo statisticamente significativo per i
miR-139-3p e miR-330 (p=0,007, fold=5879,3 e p=0,019, fold=1526,2

45



rispettivamente ) e comungue piu rappresentati il miR-32 e il miR-224 (p=0,529,
fold=4,7; p=0,347, fold=2,1 rispettivamente) (Figura 12)

A

Expression Ratio

] Fold change REST
miR | p-value REST|Result
HCC vs HCC trattati

miR-139-3p 5.879,300 0,007|UP
miR-330 1.526,185 0,019|UP
miR-32 4,682 0,529
miR-224 2,152 0,347

Figura 12. A.) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-139-3p, miR-330, miR-32 e
miR-224 ottenuta da REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati.
I dati sono mostrati come expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot
dell’espressione in cui la parte superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e
25°percentile, mentre la linea tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il
90° e 10° percentile B.) Valori di fold change e di p-value per ogni miR calcolato da REST confrontando
I’espressione nei pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati

Sulla nuova coorte sono rivalutati anche i miRNA indicati come decrementati in
HCC dalla analisi di profiling, e si conferma che tutti i 3 miRNA: miR-122,

miR-223 e miR-106b mostrano lo stesso pattern di espressione nei saggi singoli.
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Procedendo alla valutazione dei singoli miRNA tra plasma di pazienti HCC e
donatori, si conferma un forte decremento del miR-122, tanto da essere
statisticamente significativo (p=0,016, fold=0,012) e un decremento comunque dei
miR-223 e miR-106b (p=0,678, fold=0,587; p=0,771, fold=0,573 rispettivamente)
come mostrato nelle Figure 13 e 14. (miR-106b si trova in un grafico a parte
poiché e analizzato in una run RealTime PCR differente dai miR-223 e miR-122 e
deve essere per questo rapportato a valori di miR “normalizzatori” U6, RNUA48,

miR-21 differenti)

A

T T
miR-122 miR-223

Gene
B
] Fold change REST
miR _ |p-value REST| Result
HCC vs donatori
miR-122 0,012 0,016)DOWN
miR-223 0,678 0,587

Figura 13. A.) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-122 e miR-223 ottenuta da
REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC rispetto ai donatori | dati sono mostrati come
expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la parte
superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile  B.)
Valori di fold change e di p-value per ogni miR calcolato da REST confrontando 1’espressione nei
pazienti HCC rispetto ai donatori
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0,008
0,004

T
miR-105b
Gene

B
. Fold change REST
miR _ |p-value REST|Result
HCC vs donatori
miR-106b 0,573 0,771

Figura 14. A.) Rappresentazione grafica dei dati di espressione del miR-106b ottenuta da REST
confrontando I’espressione nei pazienti HCC rispetto ai donatori. | dati sono mostrati come expression
ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la parte superiore e inferiore
di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea tratteggiata rappresenta la
mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile B.) Valori di fold change e di p-
value per il miR-106b calcolato da REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC rispetto ai
donatori

Il confronto tra pazienti HCC e pazienti trattati mostra diminuita presenza del
miR-223 (p=0,384, fold=0,411) nel plasma degli HCC mentre gli altri due miRNA,
Il miR-122 e miR-106b mostrano una inversione del loro trend rispetto ai donatori,
presentandosi aumentati rispetto ai pazienti trattati ( p=0,143, fold=259,6;
p=0,169, fold=16,4 rispettivamente) come mostrato nelle Figure 15 e 16 (miR-
106b si trova in un grafico a parte poiché e analizzato in una run RealTime PCR
differente dai miR-223 e miR-122 e deve essere per questo rapportato a valori di
miR “normalizzatori” U6, RNU48, miR-21 differenti)
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Gene

Fold change REST
MR | HcC vs HCC trattati| P-value REST[Result

miR-122 259,574 0,143

miR-223 0,411 0,384

Figura 15. A.) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-122 e miR-223 ottenuta da
REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati. | dati sono mostrati
come expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la parte
superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile B.)
Valori di fold change e di p-value per ogni miR calcolato da REST confrontando 1’espressione nei
pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati
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1

miR-105b
Gene

B
) Fold change REST
miR |p-value REST|Result
HCC vs HCC trattati

miR-106b 16,399 0,169

Figura 16. A)) Rappresentazione grafica dei dati di espressione del miR-106b ottenuta da REST
confrontando I’espressione nei pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati. | dati sono mostrati come
expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la parte
superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile
B.) Valori di fold change e di p-value per il miR-106b calcolato da REST confrontando 1’espressione nei
pazienti HCC rispetto ai pazienti HCC trattati

In seguito, e sembrato interessante capire e valutare se vi fossero delle differenze
nella espressione dei miRNA tra i pazienti trattati in risposta e i donatori. Cosi
come ipotizzabile ¢ gia preventivamente analizzato attraverso I’analisi di profiling,
e evidente una diversa distribuzione dei miRNA tra le due classi e che sicuramente
da un punto di vista di espressione dei miRNA i pazienti trattati non ritornino ad
un profilo equivalente ai donatori. Tale confronto e applicato ai 7 miRNA
differenzialmente, mostrando una forte presenza nel plasma dei pazienti trattati del
miR-32, (p=0,015, fold=131,5) al contrario una scarsa presenza del miR-139-3p,
del miR-122 e del miR-106b (p=0,015, fold=0,00; p=0,002, fold=0,000; p=0,020,

50



fold=0,001 rispettivamente) mentre mostrano un profilo non statisticamente
significativo i miR-330, miR-224 e miR-223 ( Figure 17-18; miR-106b si trova in
un grafico a parte poiché € analizzato in una run RealTime PCR differente dai
miR-223 e miR-122 e deve essere per questo rapportato a valori di miR
“normalizzatori” U6, RNU48, miR-21 differenti)

A

1.024 4

Expression Ratio

0,004

T T T T
miR-138-3p miR-330 miR-32 miR-224 miR-122 miR-223
Gene

B
Fold change REST
Gene ] | p-value REST| Result
HCC trattati vs donator i

miR-139-3p 0,000 0,015|DOWN
miR-330 0,069 0,296
miR-32 131,497 0,015(UP
miR-224 0,272 0,102
miR-122 0,000 0,002IDOWN
miR-223 1,420 0,567

Figura 17. A.) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-139-3p,-330, -32,-224,-122,-223
ottenuta da REST confrontando 1’espressione nei pazienti HCC trattati rispetto ai donatori | dati sono
mostrati come expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la
parte superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile

B.) Valori di fold change e di p-value per ogni miR calcolato da REST confrontando 1’espressione nei
pazienti HCC trattati rispetto ai donatori

51



R

16 o

a3
th

= Expression Ratio
]

==L
o
] th

miR-105b
Gene

B
) Fold change REST
miR ) |p-value REST| Result
HCC trattati vs donatori
miR-106b 0,001 0,020DOWN

Figura 18. A.)) Rappresentazione grafica dei dati di espressione dei miR-106b ottenuta da REST
confrontando 1’espressione nei pazienti HCC trattati rispetto ai donatori. | dati sono mostrati come
expression ratio medio tra i due gruppi. La figura mostra box plot dell’espressione in cui la parte
superiore e inferiore di ogni box indicano rispettivamente il 75° e 25°percentile, mentre la linea
tratteggiata rappresenta la mediana. Le linee sopra e sotto il box indicano il 90° e 10° percentile B.)
Valori di fold change e di p-value per il miR-106b calcolato da REST confrontando I’espressione nei
pazienti HCC trattati rispetto ai donatori

6.5 Espressione dei miRNA in linee cellulari

Se da un lato le evidenze scientifiche sono concordi con I’identificazione di
miRNA nei fluidi corporei, dall’altro il loro specifico riscontro e 1’identificazione
di potenziali meccanismi di estrusione cosi come di modelli per studiare tali
meccanismi, nell’epatocarcinoma, sono ancora poco noti.

Le linee cellulari diversamente dai pazienti, non risentono delle differenze
interindividuali e potrebbero essere utili per effettuare delle considerazioni circa la

natura della presenza in circolo dei miRNA.
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380 miRNA sono valutati tramite TagMan Array-TLDA Human miRNA panel sia
per la linea cellulare Huh7 che per la linea HepG, linee derivanti da cellule di
carcinoma epatocellulare. Innanzitutto si effettua un confronto tra le due linee: la
Huh7 mostra I’espressione di 193 miRNA su 380, mentre sono riscontrabili 232
MiRNA su 380 nella linea HepG2.

Prendendo in considerazione i livelli di espressione dei miRNA presenti nelle due
linee, e valutandone i 50 piu rappresentati, si evidenzia come essi siano abbastanza
condivisi fra le due, si tratta di 40 miRNA su 50 (80%). E anche estendendo
I’osservazione ai 100 miRNA piu espressi, 71 sono condivisi.

Nella tabella 3 sono riportati i 20 miRNA piu espressi in ognuna delle due linee

cellulari, 19 miRNA su 20 sono condivisi.

Tabella 3: 20 miRNA maggiormente espressi
nella linea cellulare HepG2 e Huh7

Linea cellulare Linea cellulare
HepG2 Huh7
hsa-miR-520a hsa-miR-142-5p
hsa-miR-642 hsa-miR-503
hsa-miR-503 hsa-miR-222
hsa-miR-548b hsa-miR-642
hsa-miR-222 hsa-miR-520°
hsa-miR-191 hsa-miR-548b
hsa-miR-17 hsa-miR-191
hsa-miR-106a hsa-miR-320
hsa-miR-142-5p hsa-miR-376b
hsa-miR-484- hsa-miR-146a
hsa-miR-146a hsa-miR-193b
hsa-miR-518f hsa-miR-484
hsa-miR-483-5p hsa-miR-17
hsa-miR-337-5p hsa-miR-106a
hsa-miR-331 hsa-miR-337-5p
hsa-miR-24 hsa-miR-518f
hsa-miR-320 hsa-miR-24
hsa-miR-193b hsa-miR-483-5p
hsa-miR-376b hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-454 hsa-miR-331
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A questo punto si € voluto confrontare questo profilo di espressione con i dati
provenienti da una linea cellulare molto diversa, specificatamente, con la linea
MV4-11, cellule di leucemia mielomonocitica bifenotipica. Esaminando i 100
miRNA piu espressi tra la linea MV4-11 e le due di epatocarcinoma sono solo 57
quelli condivisi. Segno, come atteso, di un profilo di miRNA associato alla
specifica patologia.

Suddividendo in quartili i dati di espressione dei miRNA delle linee cellulari
HepG2 e Huh7 e considerando il pannello di 7 miRNA costituito dai miR: miR-
139-3p, miR-330, miR-32, miR-224, miR-122, miR-223 e miR-106b
differenzialmente espressi tra il plasma di pazienti HCC e il plasma dei donatori, si
osserva che questi miRNA si riscontrano distribuiti fra i diversi quartili.

In particolare in HepG2, i miR-122, miR-106b e miR-224 appartengono al 1°
quartile, i miR-330 e miR-223 al 2° quartile ed infine i miR-139-3p e miR-32 al 3°
quartile, con quest’ultimo addirittura assente nelle cellule HepG2.

Per la linea Huh7, i miR-122 e miR-106b rientrano nel 1° quartile, i miR-224,
miR-330, miR-139-3p e miR-223 nel 2° quartile e il miR-32 nel 3° quartile.

Dopo aver preso in considerazione i livelli di espressione dei miRNA delle cellule
HepG2 e Huh7, si é valutato la presenza o meno dei miR-139-3p, miR-330,
miR-32, miR-224, miR-122, miR-223 e miR-106b nel sovranatante delle colture
cellulari stesse, per analizzare ed interpretare i livelli di questi miRNA in un
ambiente extracellulare.

Il sovranatante delle linee cellulare mostra un pattern di espressione differente
rispetto alla sola “rappresentativita” dell’interno delle cellule. Ad esempio il
miR-330 pur essendo relativamente abbondante all’interno delle cellule &
praticamente assente nel sovranatante, mentre al contrario il miR-32 quasi assente

nelle linee cellulari, e abbastanza presente nel sovranatante. ( Vedi Tabella 4).
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Tabella 4 Livelli di espressione del pannello miRNA in linea
cellulare HepG2 e Huh7
| mR [ Hee2@) | Hmed
Sovr. Linea Sowr. Linea
miR-139-3p NE 45,0 NE 48,6
miR-330 NE 34,5 NE 38,7
miR-32 35 51,7 37 NE
miR-224 22 31,9 28 35,9
miR-122 NE 28,6 27 30,1
miR-223 26 39,7 24 49,3
miR-106b 39 31,6 40 34
miR-21/U6 27/24 28/15 27/24 30/14
reference

NE: Non Evidenziabile; Sovr:Sovranatante

E’ interessante notare come, soprattutto nella linea HepG2, i dati relativi ai
miR-32, miR-224 e miR-122 concordino con i dati dell’espressione quantitativa
nel plasma dei pazienti HCC.

| valori dei singoli ACy sono ottenuti, come detto precedentemente, tramite
differenza tra miR-s Ct e il miR-21/U6 C;.



CONCLUSIONI

Negli ultimi anni I’interesse della ricerca scientifica nel contesto dei tumori solidi si
e focalizzato sulla scoperta e sulla valutazione di specifici biomarcatori circolanti,
marcatori non invasivi che consentano una diagnosi precoce e che possano essere
utili strumenti di monitoraggio dello stadio clinico della patologia. Diversi studi sono
stati pubblicati nel tentativo di identificare firme molecolari relative all’espressione
genica nell’epatocarcinoma

Recenti evidenze scientifiche hanno riportato la presenza di miRNA circolanti in
molti fluidi corporei tra cui il plasma. I miRNA possono trovarsi in vescicole
rilasciate dalle cellule o liberi nell’ambiente extracellulare legati a particelle proteiche
o lipoproteiche, ed e stata scoperta un certo grado di correlazione tra i livelli dei
mIiRNA circolanti e quelli delle cellule. I miRNA sono peraltro altamente stabili nel
plasma e pertanto sono ritenuti potenziali fattori diagnostici di alcune malattie
dell'invecchiamento cosi come biomarcatori per i tumori, tra cui ’'HCC.

E’ stato riportato che i tumori possano avere sia alti che bassi livelli di espressione
dei miRNA, a seconda delle caratteristiche del tessuto e del cancro. | miRNA sierici
sono stati ampiamente studiati come potenziali biomarker per l'uso nella diagnosi
del’HCC tenendo in considerazione che 1’aberrante livello sierico dei miRNA nel
cancro potesse essere causato dal contenuto delle cellule tumorali primarie.

Molti miRNA si ritiene abbiano un ruolo fondamentale nella regolazione della
tumorigenesi e dei fenomeni di metastatizzazione dell’HCC, ma nello specifico
ancora non sono chiare le loro funzioni. Allo scopo di chiarire proprio questo punto
una recente revisione dei dati ha proposto l'individuazione di 23 miRNA (miR-1,
miR-9, miR-15b, miR-130b, miR-16, miR-18a, miR-21, miR-34, miR-92a, miR-101,
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miR-122, miR-129-2, miR-132, miR-195, miR-199a, miR-221, miR-222, miR-223,
miR-224, miR-375, miR-500, miR-675, miR-885-5p) rilevabili nel sangue e nei
tessuti di HCC, coinvolti nello sviluppo e nella progressione del carcinoma
epatocellulare attribuendogli il nome di HepatomiRNoma periferico. (112)

L’attivita di ricerca sui miRNA nell’HCC procede soprattutto attraverso 1'analisi di
singoli miRNA in linee cellulari, nel tessuto o nel plasma, con metodiche di analisi e
rilevazione differenti, contribuendo a generare bias nel confronto fra studi differenti e
risultati contraddittori. Oggi si ritiene che, grazie all’avvento di metodologie piu
avanzate, il modo migliore per approcciare gli studi sui miRNA ed aumentare le
conoscenze relative alla biologia dell’HCC, sia quello di una mappatura globale di
guesti miRNA.

In questo studio e stato innanzitutto utilizzato un approccio di questo tipo, tramite
I’uso di TagMan Array-TLDA Card A Human sono stati esaminati circa 380 miRNA
circolanti, avendo cosi un profilo completo del cosidetto miRNoma a funziona nota,
difatti sebbene 1 miRNA ad oggi conosciuti siano circa 2000, I’analisi attraverso
tecniche di RQ-PCR ¢ possibile all’incirca per 700 di questi, ulteriormente
suddivisibili in due gruppi, quelli a funzione nota e quelli non nota. La Card A
contiene in spot, appunto, i miRNA a funzione nota.

Avere dati quantitativi dal plasma del singolo paziente grazie a tecniche di pre-
amplificazione del cDNA ha consentito uno specifico e puntuale confronto
dell’espressione dei miRNA all’interno dei singoli gruppi analizzati e tra 1 gruppi.

E stata evidenziata una distribuzione non omogenea dei miRNA all’interno del
plasma dei pazienti HCC, con profili di espressione che vanno da miRNA
“particolarmente abbondanti” a miRNA assenti. I miRNA over-rappresentati nel
plasma sono sostanzialmente simili tra i campioni di plasma HCC, indicando che la
strada del profiling globale € in effetti da perseguire per questo tipo di studio.

Dal confronto tra il plasma dei pazienti affetti da epatocarcinoma e i donatori sani &
poi emerso una differenza di espressione dei miRNA trovando un totale di 24

57



mIiRNA circolanti presenti in modo significativamente differente tra i due gruppi.
Una unsupervised hierarchical cluster analysis condotta sui  miRNA
differenzialmente espressi chiaramente mostra come i pazienti HCC vengano
raggruppati nello stesso cluster in confronto con i donatori.

Da evidenziare che di questi, ben 14 miRNA sono stati precedentemente identificati
come biomarcatori circolanti per il carcinoma epatocellulare, dando ancora di piu
coerenza al risultato dell’analisi di profiling. Inoltre si & osservato che 4 miRNA sono
abbondantemente presenti nel plasma degli HCC e poco presenti nei donatori sani:
miR-224, miR-139-3p, miR-330 miR-32, e al contrario i miR-122, miR-223 e
miR106b sono poco presenti nel plasma degli HCC se confrontato con i donatori,
suggerendo che questi miRNA circolanti possano essere utili biomarker per il
rilevamento del carcinoma epatocellulare.

L’analisi di miRNA profiling é stata condotta anche su pazienti affetti da
epatocarcinoma sottoposti a trattamento terapeutico in risposta completa valutata
secondo criteri clinici e strumentali e su pazienti cirrotici HCV-correlati viremia
negativi post-trattamento. Questo ha consentito di confrontare 1’intero pannello di
mIiRNA tra questi e il plasma degli HCC.

Dal confronto tra pazienti con HCC in fase attiva e pazienti trattati in risposta
completa si individuano tramite analisi REST un pannello di circa 20 miRNA
differenzialmente presenti. In particolare, fra questi si trovano over-rappresentati i
miR-224, miR-139-3p, miR-330 e miR-32 gia differenzialmente espressi rispetto ai
donatori. Questo suggerisce per questi miRNA un potenziale ruolo anche come
marcatori della patologia, utilizzabili per seguirne il decorso in modo non invasivo.

Il confronto tra campioni di plasma HCC e campioni di plasma di pazienti cirrotici
non mostra un profilo differenziale, ma comunque €& importante osservare che nei
pazienti cirrotici rispetto ai donatori sani ritroviamo un over-rappresentazione dei
miR-224, miR-139-3p e miR-330. Questo risultato conferma che la presenza nel
plasma di questi miRNA sia associabile comunque a un danno a livello epatico.
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Il secondo step dello studio € consistito nella convalida tramite saggio singolo su una
nuova coorte di pazienti dei sette miRNA trovati dalla analisi di profiling
differenzialmente espressi tra HCC da un lato e donatori e HCC trattati dall’altro:
miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32, miR-122, miR-223 e miR-106b. Da notare
che tre di questi, i miR-122,-223,-224 sono descritti come appartenenti al cosidetto
HepatomiRNoma.

Come detto, i miRNA sono rivalutati nello stesso set di pazienti utilizzati per il
profiling e in una nuova coorte di 30 pazienti attraverso metodica gRT-PCR con
saggio singolo miRNA-specifico. Infatti, sebbene, da un punto di vista metodologico
la Card TagMan microRNA Array € promettente per misurare simultaneamente in
modo high-throughput 1’espressione dei miRNA e [l'introduzione della
preamplificazione del cDNA dei miRNA riduce significativamente la quantita di
RNA necessario possono introdursi potenziali bias dovuti proprio alla
preamplificazione determinando una qualche variazione quantitativa (113) | saggi
gRT-PCR specifici per ogni miRNA utilizzati nello step di convalida non richiedono
invece preamplificazione.

E da sottolineare che i miRNA selezionati hanno evidenziato una sostanziale
conferma dei loro livelli quantitativi e della espressione differenziale sulla nuova
coorte presa in esame.

I miR-224, miR-139-3p, miR-330, miR-32, individuati come sovra-rappresentati,
mostrano anche sulla nuova coorte una maggiore presenza nel plasma dei pazienti
con HCC in fase attiva rispetto ai pazienti in risposta terapeutica e ai donatori sani. In
particolare i miR-139-3p, miR-330 e miR-32 sono associati per la prima volta
all’epatocarcinoma.

Il mir-224, uno dei piu noti, € implicato nella sopravvivenza delle cellule e nei
processi di invasivita. Durante la carcinogenesi epatocellulare inibisce I'apoptosi
bloccando apoptosis inhibitor-5 (API-5) (114) stimola anche alcuni target come
PAK4 e MMP9 aumentando le capacita migratorie e la progressione tumorale
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crescente in cellule HepG2 (115) Promuove la proliferazione cellulare attraverso la
proteina SMADA4, evento significativamente associato con una minore sopravvivenza
dei pazienti. (116). I livelli sierici sembrano essere piu alti nei pazienti con carcinoma
epatocellulare (106) ed un recente lavoro (107) riporta che i pazienti con carcinoma
epatocellulare con alti livelli sierici del miR-224 mostrano scarsa sopravvivenza
rispetto a quello con bassi livelli sierici.

I dati del nostro lavoro confermano 1’over-espressione del miR-224 nel plasma dei
pazienti affetti da HCC sia confrontato ai donatori (p=0.014, fold=15.3) che ai
pazienti trattati, (p=0.347, fold=2.1) suggerendo che la presenza di questo miR possa
essere indice di danni al fegato e di potenziale trasformazione neoplastica.

Inoltre nella linee cellulari HepG2 e Huh7 analizzate questo miR si trova piu elevato
nel sovranatante che nelle cellule stesse. Questo dati indicano che nelle cellule
neoplastiche vi & probabilmente una elevata produzione di miR-224 rispetto alla
norma e che parte di questa overproduzione potrebbe venir liberata nell’ambiente
extracellulare.

Come detto, nessuno studio valuta il miR139-3p nel contesto dell’epatocarcinoma, un
recente lavoro attribuisce a questo miR il ruolo di oncosoppressore nel tumore alla
vescica agendo attraverso 1’inibizione della metalloproteasi MMPI1, responsabile
dell’aumento delle capacita metastatiche e invasive. Nei tessuti neoplastici del
tumore alla vescica si ritrova meno presente che nei tessuti circostanti la neoplasia.
(117)

Nella sua forma 5p invece, ¢ stato associato all’HCC, in particolare la sua down-
regolazione si associa ad aumentata capacita metastatica e proliferativa. (118,119)
Non vi sono dati in letteratura sulla espressione plasmatica nell’epatocarcinoma, dai
dati dello studio presente, il miR-139-3p mostra una maggiore presenza nel plasma
dei pazienti HCC rispetto ai donatori (p=0,154, fold=75,6) e soprattutto ai pazienti
trattati (p=0,007, fold=5879,3)
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Se il miR-139-3p agisse da oncosoppressore anche nel’HCC, la cellula neoplastica
che riuscisse a eliminarlo all’esterno, cosi come si trova nel plasma HCC, ne avrebbe
un vantaggio in termini proliferativi. Nella linee cellulari HepG2 e Huh7 il miR-139-
3p e presente a bassi livelli.

Il miR-330 sembra regolare negativamente 1’espressione della molecola ITGAS,
integrina importante nei fenomeni di transizione epitelio-mesenchimale. Nel cancro
colon rettale il miR-330 si presenta downregolato nelle cellule tumorali, cosi come
anche nelle cellule del melanoma cutaneo (120,121) Esperimenti in vitro e in vivo in
un recente studio esplicano il ruolo di oncosoppressore del miR-330 attraverso
I’inibizione di MUC1 (mucina associata alla superficie cellulare) nelle cellule
pancreatiche tumorali. (122)

Non vi sono dati in letteratura sulla espressione plasmatica nell’epatocarcinoma, il
mir-330 nei pazienti valutati e particolarmente presente nel plasma dei pazienti HCC
sia rispetto ai donatori (p=0.036, fold=335.5) che rispetto soprattutto ai trattati.
(p=0,019, fold=1526,2). Dai pochi lavori a disposizione e non sull’HCC, il miR-330
sembrerebbe fungere da oncosoppressore, in tal senso la sua condizione sembra del
tutto simile a quella del miR-139-3p per cui la cellula neoplastica per progredire ha
necessita di avere bassi livelli interni di miR-330 attraverso 1’eliminazione
all’esterno. Nelle linee HepG2 e Huh7, il miR-330 ha un trend simile al 139-3p, bassi
livelli nella cellula neoplastica.

Il ruolo del miR-32 € poco noto, in un recente studio Yan et al. riscontra il miR
upregolato nelle linee cellulari e nei tessuti di HCC, con un’azione inibente su PTEN,
ritenendo che attraverso appunto la via PTEN/AKt possa determinare proliferazione e
migrazione delle cellule tumorali. (123) Il miR-32 sembra esplicare un effetto
oncogeno anche a livello delle cellule del cancro gastrico, attraverso la down-
regolazione del target KLF4 (Kruppel-like factor 4), membro ad azione
oncosoppressiva della famiglia di fattori di trascrizione Kruppel-like che regolano il
ciclo cellulare. (124) Insieme a questi dati pero se ne ritrovano altri di segno opposto
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dove sembra reprimere la proliferazione cellulare, come nel tumore polmonare non a
piccole cellule (NSCLC), inibendo la transizione epitelio mesenchimale e le capacita
metastatiche attraverso la modulazione del target TWIST (125) Non vi sono dati in
letteratura sulla espressione plasmatica nell’epatocarcinoma, nel nostro studio mostra
una elevata presenza sia rispetto ai donatori (p=0,034, fold=98,5) sia rispetto ai
pazienti HCC trattati (p=0,529, fold=4,7). Il riscontro di valori elevati anche nel
sovranatante delle linee cellualari HepG2 e Huh7 confermano 1’elevata espressione
riscontrata nel plasma dei pazienti.

Allo stesso modo dei miRNA sovra-rappresentati in HCC, i miR-106b, miR-122 e
miR-223, individuati come sotto-rappresentati, nella nuova coorte di pazienti
analizzati confermano una netta e minore presenza nel plasma dei pazienti con HCC
in fase attiva sopratutto rispetto ai donatori sani

Il miR-122 & uno dei piu importanti MiRNA coinvolti nel processo di
epatocarcinogenesi, associato ai processi di migrazione, invasione e cellulare e
progressione neoplastica attraverso vari meccanismi biomolecolari (126) Uno dei
meccanismi regolati & rappresentato dalla inibizione della proteina Bcl-w, proteina
antiapoptotica della famiglia bcl-2 . Bassi livelli di miR-122 non sono in grado
inibire I’azione di Bcl-w, determinando una promozione della proliferazione cellulare
(127-130) Inoltre Fornari e coll. hanno dimostrato che la sottoespressione di miR-122
up-regola i livelli di ciclina G1 e down-regola p53 favorendo una crescita cellulare
deregolata, tant’¢ che il miR-122 mostra un ruolo importante come potenziale
biomarker per la diagnosi, la prognosi e la terapia del carcinoma epatocellulare
(131,132)

Il miR-122 é caratterizzato da un trend non ben definito, essendo stato individuato sia
come upregolato che downregolato nel plasma dell’epatocarcinoma. (108,109,113)
Inoltre e da tener presente che quei studi ove si riscontra una upregolazione sono
condotti su HCC correlati ad una infezione da HBV, mentre questo non si verifica nei
pochissimi in cui si valuta ’'HCC-HCV correlato (133) Quindi probabilmente la
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upregolazione riscontrata in letteratura potrebbe fondamentalmente attribuirsi
all’infezione da HBV che caratterizza 1 pazienti analizzati, soprattutto considerato il
ruolo differente mostrato dal miR-122 nei meccanismi di deregolazione che
sostengono ’infezione da virus HBV e HCV. (83,84)

Anche nella nostra analisi il miR-122 comunque presenta un comportamento
anomalo, in particolare si presenta downregolato in HCC rispetto ai controlli
(p=0,016, fold=0,012) ma ritrovandosi over-rappresentato nel confronto tra HCC e
HCC in trattamento (p=0,143, fold=259,6) Nel nostro studio, concordemente a quello
trovato nel plasma HCC, nel sovranatante della linea HepG2 il miR-122 é assente
rispetto invece a una forte presenza nelle cellule. In tale senso il miR-122, essenziale
alla replicazione dell’HCV potrebbe essere particolarmente presente solo all’interno
della cellula e non all’esterno.

Il miR-223 si ritrova coinvolto nei meccanismi di regolazione della multidrug
resistance. (MDR) dove la sua sovra-espressione potrebbe inibire I'espressione della
proteina ABCB1 aumentando la sensibilita delle cellule neoplastiche ai farmaci
antitumorali. (134,135) Pertanto, é stato ipotizzato che il miR-223 possa agire come
un potenziale biomarcatore terapeutico per pazienti con carcinoma epatico che
mostrano resistenza antitumorale. Inoltre il miR-223 potrebbe modulare la
proliferazione delle cellule dell’epatocarcinoma avendo come target Rabl(Ras-
related protein Rab-1) inibendo la tumorigenesi e promuovendo ’apoptosi. (136)

| dati del nostro studio concordano con diversi lavori in letteratura nell’evidenziare
una down-regolazione del miR-223 nel plasma dei pazienti HCC rispetto ai donatori
(p=0,678, fold=0,587) e ai pazienti trattati (p=0,384, fold=0,411) (109,110,137,138)
Il miR-106b sembra promuovere la migrazione cellulare tramite la formazione di
fibre atte a promuovere la transizione epitelio-mesenchimale attraverso la regolazione
delle Rho-GTPasi, RhoA e RhoC(139). E stata anche riscontrata una up-regolazione
a livello del tessuto tumorale di HCC dove sembra mostrare un ruolo oncogenico
mentre si presenta a bassi livelli nel plasma del’HCC (111,140,141)
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| nostri risultati concordano con i dati in letteratura, seppur il miR-106b mostri un
andamento anomalo, cosi come il miR-122, avendo una bassa presenza a livello del
plasma dei pazienti HCC confrontato con il plasma dei donatori sani (p=0,771,
fold=0,573) ma un dato in controtendenza a confronto dei pazienti trattati (p=0,169,
fold=16,4). In tal senso nei nostri esperimenti sulle linee cellulari si trova una
maggiore quantita di miR-106b nelle cellule piuttosto che nei rispettivi sovranatanti,
cio potrebbe indicare che la cellula neoplastica necessiti di maggiore quantita di
miR106b, che difatti si trova in basse quantita nell’ambiente extracellulare.
Concludendo, in questo lavoro a partire da una analisi di profiling globale e stato
individuato un pannello di 7 miIRNA differenzialmente espressi tra il plasma dei
pazienti HCC e i pazienti trattati e i donatori sani : miR-224, miR-139-3p, miR-330,
miR-32, miR-122, miR-223 e miR-106b.

L’analisi su una nuova ¢ piu ampia coorte ha confermato i dati del profiling, in
particolare, i miR-139-3p, miR-330 e miR-32 sono stati per la prima volta associati
al’HCC.

Questo studio ha indicato che questi 7 miRNA e in particolare i miR-139-3p, miR-32
e miR-330 come marcatori del carcinoma epatocellulare. Inoltre i nostri dati
supportano l'idea che il sangue, studiato mediante saggi high-throughput, sia una
risorsa promettente per la scoperta di nuovi marcatori diagnostici.

| risultati ottenuti promuovo i miRNA esaminati a ulteriori progetti di screening in
quadri di diagnosi di epatocarcinoma non chiaramente definita, al fine di valutarne il
contributo in fase diagnostica e nel monitoraggio della malattia.

Le analisi effettuate sulle linee cellulari, confrontati con i dati di espressione nel
plasma hanno permesso di fare ipotesi sulle condizioni che concorrono alla aberrante

proliferazione e alla progressione delle cellule neoplastiche.
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