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1. INTRODUZIONE

1.1 IL MESOTELIO ED IL MESOTELIOMA MALIGNO DELLA PLEURA
1.1.1 Derivazione embriologica e caratteristiche morfo-isto-citologiche del
mesotelio.
Il mesotelio ¢ un tessuto pavimentoso semplice che riveste e protegge gli organi
interni." Si tratta di un tessuto formato da uno strato di cellule altamente specializzate,
denominate mesoteliali (HMC). Le HMC poggiano su una lamina connettivale
fibrosa e rivestono l’'intera superficie delle tre cavita sierose del corpo: la cavita
pleurica che riveste 1 polmoni, quella pericardica che riveste il cuore, ed infine quella
peritoneale che riveste gli organi interni della cavita addominale fissandoli alle pareti
dell’addome e contribuendo a mantenerli nella loro posizione naturale.
L’origine embriologica e le caratteristiche delle cellule che compongono il mesotelio,
rendono questo tessuto di riferimento molto particolare. Infatti, a differenza di tutti
gli altri tessuti di rivestimento, esso non deriva dall’ectoderma, ma dal mesoderma.’
Questa peculiarita si riflette nel fatto che le cellule mesoteliali presentano sia

caratteristiche tipiche delle cellule di derivazione mesenchimale che caratteristiche
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tipiche delle cellule di derivazione ectodermica, come la contemporanea presenza di
filamenti intermedi ricchi di citocheratine, marcatori tipicamente epiteliali, e di
filamenti intermedi ricchi di vimentina, un marcatore tipicamente mesodermico.
Inoltre, il fenotipo misto di queste cellule, un po’ epiteliale e mesenchimale, favorisce
numerosi processi fisiologici, come il ripristino del tessuto in seguito ad una lesione.
Nella fisiopatologia il mesotelio interviene nella risposta all’infiammazione e nella
trasformazione neoplastica.l Infine, un’altra caratteristica del tessuto mesoteliale € la
modalita di risposta allo stimolo mitogeno in seguito a lesione. Infatti, il mesotelio si
rinnova molto lentamente ma se danneggiato il suo indice mitotico aumenta
considerevolmente mentre le sue cellule multipotenti migrano attraverso la cavita
sierosa verso la sede della lesione per aderirvi e rigenerare il tessuto stesso.'

Le cellule mesoteliali hanno una forma poligonale allungata che puo variare fino a
divenire cuboide o cilindrica a seconda della localizzazione. Le cellule sono collegate
tra loro sia con giunzioni strette ed aderenti, che sono responsabili della caratteristica
semipermeabilita del mesotelio, sia con desmosomi e giunzioni di tipo gap, che
permettono la comunicazione intercellulare. La superficie apicale di queste cellule ¢
ricoperta da numerosi microvilli ed il citoplasma contiene soprattutto microtubuli,
microfilamenti sparsi e fasci di filamenti intermedi ricchi di actina, vimentina e
citocheratine.” Queste caratteristiche citologiche, permettono alle cellule mesoteliali
di svolgere un ruolo chiave nel mantenimento dell’omeostasi degli organi interni,
partecipando attivamente al trasporto di fluidi e di cellule attraverso la cavita sierosa,
alla presentazione di antigeni, alla risposta infiammatoria, al ripristino dei tessuti

circostanti danneggiati, alla coagulazione ed alla fibrinolisi, ed infine all’adesione di
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cellule tumorali. In studi pregressi & stato dimostrato che la superficie mesoteliale
compromessa rappresenta un sito preferenziale di adesione per cellule tumorali.*

Le cellule mesoteliali, infine, hanno anche la capacita di endocitare sostanze estranee.
Questa caratteristica ¢ alla base della loro predisposizione alla trasformazione

neoplastica mediata dalle fibre di asbesto o amianto.’

1.1.2 Epidemiologia, caratteristiche morfo-isto-citologiche, decorso clinico e
terapia del mesotelioma.

Il mesotelioma maligno della pleura (MPM) ¢ un tumore molto aggressivo e dalla
prognosi infausta. MPM deriva dalla trasformazione neoplastica delle cellule
mesoteliali, ed ¢ epidemiologicamente correlato all’esposizione alle fibre di asbesto.
L’amianto ha avuto un largo utilizzo durante gli anni *70 - *80. Percio, una frazione
considerevole di lavoratori sono stati esposti alle fibre di amianto, perd 1’insorgenza
dell’MPM avviene dopo un lunghissimo periodo di latenza successivo all’inalazione
delle fibre del minerale. Nonostante in Italia 1’amianto sia stato bandito nel 1992, si
stima che l'incidenza sia in Italia che a livello mondiale del MPM aumentera
fortemente nel prossimo ventennio.”” Per questo motivo numerosi studi sono stati
intrapresi per individuare i meccanismi patogenetici che portano all’insorgenza di
questa malattia. Allo stesso tempo diverse indagini sono state eseguite per
comprendere, da una parte come migliorare la qualita della vita dei pazienti che ne
sono affetti e dall’altra per cercare di individuare nuove terapie.'"'

Istologicamente, esistono tre diversi tipi di mesotelioma maligno della pleura. Essi

differiscono non solo per la morfologia delle cellule ma anche per la prognosi.'* I tre
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istotipi, identificati in base alla morfologia delle cellule che si osservano al
microscopio ottico, sono:

1. Epitelioide, associato alla prognosi meno grave, che rappresenta il 50% dei
casi di MPM diagnosticati ed ¢ caratterizzato dalla presenza di sole cellule
dalla morfologia epitelioide.

2. Sarcomatoide, associato ad una prognosi pil grave del precedente e
caratterizzato dalla presenza di sole cellule dalla morfologia sarcomatoide.

3. Misto, caratterizzato dalla contemporanea presenza di entrambi i tipi cellulari
in proporzione variabile. E’ il piu raro ed aggressivo dei tre istotipi.

Il decorso clinico della malattia ¢ molto rapido e raramente giunge alla
metastatizzazione. Esso ¢ caratterizzato dalla crescita della massa tumorale ed induce
la morte del paziente a causa della compressione da essa esercitata sugli organi
interni, in particolare cuore e polmoni." Il mesotelio pleurico pud andare incontro a
diversi tipi di lesioni, le quali possono simulare il mesotelioma rendendone molto
complessa la diagnosi istopatologica che, infatti, richiede numerosi saggi di
immunoistochimica con un ampio pannello di anticorpi. Le terapie convenzionali
utilizzate in caso di diagnosi positiva per il MPM includono la resezione chirurgica
seguita da chemio- e radio-terapia. Tuttavia la prognosi resta infausta in quanto per
questo tipo di tumore 1’efficacia delle cure attuali comporta una breve sopravvivenza

. N . . . . . . . . . .91
che di norma & a circa 1-2 anni dalla diagnosi ed in alcuni casi arriva fino a 5 anni.”"



1.1.3 I principali fattori di rischio coinvolti nell’insorgenza e nella

progressione del mesotelioma maligno della pleura.
I MPM, come la maggior parte dei tumori, ¢ una malattia genetica delle cellule
somatiche, che insorge a causa di numerose mutazioni che si accumulano sul genoma
e che portano fenotipicamente allo sviluppo del tumore.'* Studi pregressi hanno
dimostrato che le cellule del mesotelio sono molto sensibili alle fibre di asbesto le
quali, dopo essere state endocitate dalla cellula, interagiscono direttamente con la
cromatina destabilizzandone la struttura e provocando mutazioni principalmente su
geni oncosopressori ed oncogeni.'”"°
L’asbesto ¢ un minerale che fu largamente utilizzato nell’industria per la sua capacita
di isolante termico e acustico. Il prodotto industriale impiegava principalmente tre
diversi tipi di minerale. Infatti I’amianto si trova composto in natura da fibre diverse
ed ¢ denominato: crocidolite, crisolite, e amosite. LLa capacita dell’amianto di
interagire coi sistemi biologici dipende dalla dimensione delle fibre che lo
compongono. Ve ne sono alcune con un diametro medio di 3 um e una lunghezza
media compresa tra 5 e 100 um. Queste fibre hanno il maggior potere cancerogeno e
la pit comune ¢ la crocidolite. Inoltre, le fibre di asbesto hanno un forte potere
immunosoppressivo. Questa caratteristica svolge un ruolo fondamentale nello
sviluppo del tumore poiche limita e/o inibisce il sistema immunitario nel
controllare/eliminare le cellule trasformate.'”"®
L’asbesto induce nelle cellule umane aberrazioni cromosomiche non casuali. Infatti,

frequenti sono ad esempio 1 casi di polisomia del cromosoma 7, sul quale si trovano 1

geni che codificano per il recettore del fattore di crescita di tipo A derivato dalle
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. . 19-21 . . . g . . .
piastrine (PDGF-A). 2 Tnoltre, sono stati osservati casi di delezione o di monosomia
dei cromosomi 1 e 3 che contengono rispettivamente geni coinvolti nel processo di

2224 - ST
Il suo meccanismo tumorigenico ¢

senescenza cellulare e geni oncosoppressori.
legato all’attivazione di citochine pro-infiammatorie e di NF-kB*?° ma perché
avvenga la trasformazione maligna delle cellule mesoteliali ¢ necessario che si
verifichi anche I’attivazione di Akt.”’?® L.’induzione del tumore, d’altra parte, sembra
correlata alla cooperazione tra il danno prodotto dall’asbesto ed altri agenti
trasformanti, come il virus oncogeno SV40.%8 Infatti, € stato osservato che circa il
50% dei campioni di tessuto derivati da MPM presenta sequenze genomiche del virus
SV40 e D’espressione del suo oncogene antigene T grande (agT).” Questi dati
nell’insieme suggeriscono che 1’infezione da SV40 potrebbe rappresentare un co-
fattore nello sviluppo e nella progressione del mesotelioma maligno della pleura.” A
supporto di questa ipotesi, esperimenti eseguiti su cellule di mesotelioma esposte sia
alle fibre d’asbesto che ad SV40 dimostrano che le cellule trasformate da questi due

. N . .. .. .. . . . . 2831
co-fattori sono piu resistenti ai farmaci citotossici ed ai chemioterapici.

1.2 I MICRORNA

1.2.1 I microRNA: biogenesi, meccanismo e funzione.

Nel settore dell’oncologia sperimentale, uno degli approcci piu utilizzati di recente
nello studio di numerose patologie tumorali umane ¢ rappresentato dai microRNA
(miRNA o miR). I miRNA rappresentano una famiglia di piccoli RNA non
codificanti a singolo filamento, costituiti da circa 21-25 nt, espressi in molti

. . 32 . . .. N N
organismi.”” Essi svolgono diverse funzioni ma la piu nota, attualmente, ¢ la loro
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capacita di regolare 1’espressione genica a livello trascrizionale. Infatti, la regolano
negativamente agendo sul’mRNA bersaglio e sono coinvolti in numerosi processi
cellulari inclusi lo sviluppo, il differenziamento, la proliferazione, 1’apoptosi e la
risposta agli stress.”

Si suddividono in tre classi:

1. short interfering RNA o siRNA: possono derivare da trascritti di RNA a
doppio filamento (dsRNA) come ad esempio RNA virali, RNA hairpin,
trasposoni, centromeri, ect;

2. microRNA o miRNA: derivano da trascritti di sequenze specifiche;

3. piwiRNA o piRNA: sono molto presenti negli animali e sembrano derivare da
precursori a singolo filamento, anche se di questi piccoli RNA non si hanno a
tutt’oggi molte informazioni.

I microRNA derivano da trascritti di sequenze specifiche che si presentano come
sequenze di dsRNA con struttura secondaria (stem-loop) chiamate pri-miRNA,
generati dalla trascrizione di alcuni geni ad opera della RNA polimerasi II. T pri-
miRNA sono molecole grandi anche migliaia di nucleotidi che subiscono
poliadenilazione, capping e presumibilmente splicing degli introni. Successivamente
vengono processati da un complesso microprocessore formato dalla RNAsi di tipo
III, Drosha, e dalla proteina DGCRS8 che presenta un dominio per il riconoscimento
dell’RNA a doppio filamento. Si formano cosi 1 pre-miRNA, lunghe molecole di circa
70-80 nt, che presentano una forma a forcina senza estremita libere se non la porzione
3" protrundente. I pre-mirna vengono trasportati dal nucleo al citoplasma grazie

all’azione di una proteina localizzata sulla membrana cellulare, 1’esportina 5, dove
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avviene la recisione dell’ansa e quindi la maturazione.*® Infatti, nel citoplasma, i pre-
miRNA vengono riconosciuti e processati dall’endonucleasi di tipo III, detta Dicer,
che porta alla formazione di molecole a doppio filamento lunghe circa 21-25 nt.
Dicer assieme alla proteina TRBP ed alla proteina argonauta AGO, formera il
complesso ribonucleoproteico RISC (RNA-induced silencing complex) responsabile
del silenziamento genico. Dicer e TRBP riconosceranno il filamento guida, miRNA,
che legato alla proteina AGO riconoscera I’'mRNA bersaglio e lo silenziera (Figura
1) 1 complessi miRNA-RISC, cosi formati, possono legare lo stesso mRNA
bersaglio e pit mRNA bersaglio possono essere riconosciuti dallo stesso complesso

miRNA-RISC.

Microprocessor
Pri-miRNA

5!’

Nucleus mew Pre-mIRNA MRNA

51—

2
Cytoplasm [l ‘

Target RNA cleavage

RISC recycling

Strand selection RISC

and separation

FIGURA 1. Modello dell’assemblamento e della funzione del complesso RISC.
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I meccanismi di silenziamento operati dal complesso RISC sono molteplici e possono
essere riassunti come segue:

1. miRNA cleavage or Slicing. L’'mRNA bersaglio viene riconosciuto e di
conseguenza idrolizzato. Cio pud rompere la reading frame della proteina
codificata e provocare la degradazione completa dell’mRNA bersaglio da parte
di alcune esonucleasi cellulari.”® Perché possa avvenire lo slicing sono
necessari due requisiti: (i) la presenza nel complesso RISC di una proteina
Argonauta cataliticamente attiva (ad es. AGO2) e (i1) la perfetta
complementarieta fra il miRNA guida e I’'mRNA bersaglio.””®

2. Translational Repression. 1l processo di repressione della traduzione ¢ causato
dall’imperfetta complementarieta fra i1 miRNA e la regione 3" UTR
dell’mRNA bersaglio. Infatti, non ¢ richiesto il perfetto appaiamento fra i due
filamenti ma la sola complementarieta di 2-7 nt.** Questo processo blocca la
traduzione del’mRNA bersaglio come conseguenza ad un impossibile

svolgimento dello stesso, da parte di elicasi associate ai ribosomi, ed alla sua

catalisi.

1.2.2 I microRNA e la tumorigenesi umana.

Molti ricercatori, negli ultimi anni, hanno identificato un’anomala espressione dei
miRNA in diversi tipi di neoplasie suggerendone un potenziale ruolo come oncogeni
o geni oncosoppressori.” " Inizialmente, particolare interesse & stato destato
dall’oncomirna miR-17-92, noto in letteratura per essere associato a numerose

patologie tumorali. Nell’uomo, questo cluster codifica per sei miRNA (miR-17, miR-
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18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 e miR-92-1), strettamente raggruppati all’interno
di una regione di 800 paia di basi sul cromosoma 13, piu precisamente localizzato nel
terzo introne del trascritto primario, di circa 7 kb, denominato C130rf25.*' 11 cluster
miR-17-92 possiede, nell’'uomo, due cluster paraloghi: il cluster miR-106b-25,

localizzato sul cromosoma 7, e il cluster miR-106a-363, localizzato sul cromosoma X

(Figura 2).
A B
miR-17-92 . ot 202 S oen
(13531.3) s ) )

miR-17 CAAAGUG CUUACAGUGCAGGUAG
C130rf25 miR-20a UAAAGUG CUUAUAGUGCAGGUAG
miR-20b CABRAGUG CUCRUAGUGCAGGUAG
miR-106a AARAGUG CUUACAGUGCAGGUAG

miR-106b UARAGUG CUGACAGUGCAGAU
miR-93 CAAAGUG CUCUUCGUGCAGGUAG

miR-106a-363 106a 18b _ 20b 19b-2 92a-2 363
(%q26.2) = . . . .
miR-18a  UARGGUG CAUCUAGUGCAGAUAG
miR-18b  UAAGGUG CAUCUAGUGCAGUUAG
e um_ = miR-19a  UGUGCAA AUCUAUGCAAAACUGA
miR-19b  UGUGCAA AUCCAUGCAAAACUGA
iR- = 106b 03 25 :
31522_11?% = i miR-25  CAUUGCA CUUGUCUCGGUCUGA

miR-92a UAUUGCA CUUGUCCCGGCCUGU
miR-363 AAUUGCA CGGUAUCCAUCUGUA

MCM7

= '
= #
. /
5 ,
s .
8 @

FIGURA 2. Organizzazione del cluster miR-17-92 e dei suoi paraloghi.
(A) Organizzazione genomica e struttura del trascritto primario dei cluster miR-17-92, miR-106b-
25 e miR-106a-363. La struttura del trascritto primario del cluster miR-106a-363 non ¢ stata
determinata; (B) Sulla base delle loro sequenze ¢ evidenziata in blu la regione (2-7 nt) considerata
pitt importante per il riconoscimento del target.

Questi miRNA sono implicati nel normale sviluppo del cuore, del polmone e del
sistema immunitario cosi come nella tumorigenesi. Una delle prime evidenze che il
cluster miR-17-92 fosse funzionalmente integrato nella via oncogenica centrale della

tumorigenesi ¢ stata la scoperta che esso ¢ direttamente transattivato da c-Myc, un
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fattore di trascrizione frequentemente iperattivo in cellule tumorali. Studi successivi
hanno avvalorato questa ipotesi evidenziando una diffusa sovraespressione di questi
miRNA in diverse patologie tumorali inclusi sia i tumori solidi, come 1 carcinoma
della mammella, del colon, del polmone, del pancreas, dello stomaco e della prostata,
che neoplasie ematopoietiche.™*’

Inoltre, studi recenti indicano che 1 miRNA possono essere utilizzati come marcatori

diagnostici dei tumori, incluso I’MPM,***

e correlati con la sopravvivenza dei
pazienti e con fattori clinico-patologici,” ad esempio il miR-29¢* e il miR-31. E’
stato, infatti, dimostrato che il miR-29¢* ¢ un fattore prognostico indipendente nel
MPM sia per il tempo di progressione che per la sopravvivenza dopo la citoriduzione
chirurgica. Alti livelli di questo miR sono stati, infatti, riscontrati in forme epiteliali
di mesotelioma e associati ad una miglior sopravvivenza del paziente poiché esso
agisce sulla metilazione genica e altre pathway sovraregolate nel MPM.* 1l miR-31,
invece, possiede un’attivita onco-sopressiva € potrebbe essere utilizzato per lo
sviluppo di potenziali terapie innovative contro il MPM. E’ stato dimostrato che la re-
introduzione del miR-31, in linee cellulari derivate da MPM incapaci di esprimere il
miR-31 a causa della perdita della porzione genica 9p21.3, ¢ in grado di sopprimere il
ciclo cellulare e inibire I’espressione di molteplici fattori coinvolti nella replicazione
del DNA e nella progressione del ciclo cellulare, inclusa la fosfatasi PPP6C, associata

in precedenza con la resistenza chemio- e radio-terapica ed il mantenimento della

N . 46
stabilita cromosomiale.
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1.31 RECETTORI ADENOSINICI ED IL RECETTORE A;

1.3.1 L’adenosina ed i recettori adenosinici.

L’adenosina ¢ una molecola ubiquitaria che puo agire come modulatore di funzioni
fisiologiche in vari organi e tessuti attraverso la sua interazione con recettori cellulari
di superficie.”” Svolge la propria azione modulatrice nel sistema nervoso centrale ed
in quello periferico, a livello degli apparati cardiovascolare, respiratorio, renale,
gastrointestinale e nel tessuto adiposo.*® Essa influenza ’azione di neurotrasmettitori
e neuromodulatori comportandosi come un “modulatore di modulatori”, svolge
funzioni proprie degli ormoni pur non essendo tale e utilizza vie molto sofisticate per
partecipare a questi controlli. L’adenosina ¢ un nucleoside costituito da un anello
purinico sostituito in N® da un gruppo amminico primario e in N° da un anello D-
ribosidico per mezzo di un legame P—glicosidico (Figura 3). L’adenosina ¢ presente
nel citoplasma principalmente nelle sue forme fosforilate AMP, ADP, ATP. In
normali condizioni fisiologiche viene continuamente prodotta sia a livello

intracellulare che extracellulare.

H,N
()
A\

HO 4N N

®
OHOH

FIGURA 3. Struttura chimica dell’adenosina.
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Essa esercita 1 suoi effetti interagendo con specifici recettori di membrana accoppiati
a proteine G. I recettori adenosinici appartengono alla famiglia dei recettori
purinergici che si dividono in due classi denominate P; e P, in base alla loro
selettivita e al diverso ordine di potenza dei nucleotidi/nucleoside purinici.* La classe
P, ¢ piu sensibile all’adenosina, mentre la classe P, ¢ piu sensibile all’ATP ed ai suoi
correlati. I recettori adenosinici appartenenti alla classe dei P; sono stati inizialmente
distinti in A; e A, in base alla capacita dell’adenosina di inibire o di stimolare
rispettivamente ’adenilato ciclasi.”® Tecniche di clonaggio molecolare e la sintesi di
agonisti ed antagonisti piu affini e selettivi, non solo hanno confermato la presenza
dei due recettori, ma hanno ulteriormente suddiviso 1 recettori adenosinici secondo la
nomenclatura [IUPHAR in 4 distinti sottotipi: A;, Asa, Aog € A;>! Tutti i recettori
adenosinici clonati possiedono la tipica struttura dei recettori accoppiati alla proteina
G, costituita da sette domini transmembrana ad a-elica, ognuno dei quali formato da
21-28 amminoacidi idrofobici;’* la regione N-terminale che sporge nello spazio
extracellulare e la regione C-terminale nel citoplasma che interagisce con le proteine
G. I domini transmembrana sono legati da tre anelli extracellulari e da tre anelli
citosolici idrofili di diversa grandezza; solitamente I’anello extracellulare tra il TM4 e
il TMS, e TI'anello citoplasmatico tra il TMS e il TM6 sono estesi. Le regioni
transmembrana sono generalmente le pill conservate, con la presenza di un’evidente
omologia tra gli amminoacidi nei domini TM2, TM3 e TMS. 1 recettori
dell’adenosina differiscono tra loro per la diversa affinita per agonisti endogeni e per

la loro diversa specificita farmacologica.
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1.3.2 Il recettore adenosinico Aj;.

Il recettore Aj; ¢ stato 1’ultimo sottotipo recettoriale adenosinico ad essere clonato,
prima dal ratto> e successivamente dall’uomo.” Il recettore A; & costituito da 320
amminoacidi con una massa molecolare di 36 kDa, ed il suo gene ¢ stato localizzato
sul cromosoma 1 umano.” T recettori A; sono coinvolti nell’inibizione dell’adenilato
ciclasi attraverso I’accoppiamento con proteine G; o Gy e nella stimolazione della
fosfolipasi C attraverso proteine G,. La sequenza amminoacidica del recettore Az ¢
per il 50%, 43% e 40% identica a quella dei recettori A;, A, € A,p, rispettivamente,
ma al contrario degli altri sottotipi recettoriali presenta una bassa omologia di specie.
La farmacologia e la distribuzione del recettore A; differiscono a seconda della specie
investigate, infatti nel ratto ¢ stato trovato nei polmoni, reni, cuore e cervello; nella
capra nei polmoni, milza, ghiandola pineale, reni, cervello, mentre nell’'uomo ¢ stato
identificato prevalentemente nel fegato, nei polmoni e nel cuore.

I recettori Az sono coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare e negli effetti sia
pro- che anti-apoptotici strettamente associati ai livelli di attivazione del recettore.”®”’
E’ stato dimostrato che essi risultano sovraespressi in cellule tumorali e giocano un
ruolo importante nella tumorigenesi.”*®* Studi farmacologici hanno dimostrato,
infatti, che agonisti del recettore Aj; inibiscono la proliferazione cellulare nel
melanoma mentre promuovono la crescita cellulare nel midollo osseo, riducono la
vitalita cellulare nel tumore al seno ed inducono I’arresto del ciclo cellulare in cellule

- 63-65
umane di cancro al polmone.

Inoltre, questi agonisti sono in grado di indurre
apoptosi cellulare attraverso la modulazione della via di segnale NF-kB in cellule

derivate dal cancro alla tiroide e di ridurre la capacita delle cellule del cancro alla
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prostata di migrare in vitro e di dare metastasi in vivo.**

Infine, studi pre-clinici e di
Fase I hanno dimostrato che questi agonisti dei recettori Az sono sicuri € ben tollerati

negli esseri umani e quindi possono essere considerati possibili agenti terapeutici per

le malattie tumorali.®®
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2. SCOPO DELLA TESI

Il mesotelioma maligno della pleura (MPM) ¢ un tumore molto aggressivo che si
sviluppa dalla trasformazione delle cellule mesoteliali. Ad oggi, per questa neoplasia
non ci sono cure adeguate e la prognosi di sopravvivenza per il paziente ¢ di un anno
dalla diagnosi. Per il trattamento di questo tumore ¢ di fondamentale importanza
definire nuovi bersagli attraverso una maggiore conoscenza € comprensione delle vie
di segnalazione molecolari coinvolte nella sua insorgenza/progressione. I microRNA
regolano negativamente 1’espressione genica a livello trascrizionale e sono coinvolti
in numerosi processi incluso il ciclo cellulare. Recentemente per i miRNA ¢ stata
identificata un’anomala espressione in differenti patologie tumorali sia solide che
ematopoietiche. Anche i recettori adenosinici Az sono coinvolti nella regolazione del
ciclo cellulare ed ¢ stato dimostrato che sono sovraespressi in cellule tumorali.

L’obiettivo di questa mia tesi di dottorato ¢ stato quello di valutare 1’espressione dei
miRNA e del recettore A; nel MPM. Per questo scopo nelle mie indagini ho
verificato la differenza del profilo d’espressione dei miRNA e del recettore Aj, fra

cellule e tessuti derivati da pleura sana e da mesotelioma. Le finalita delle mie
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indagini sono state focalizzate sulla conoscenza di nuove informazioni (i)
sull’insorgenza/progressione di questa malattia, (i1) su possibili nuovi marcatori
molecolari specifici e (ii1) per eventuali terapie innovative. La mia fase sperimentale
si ¢ avvalsa in un primo momento di esperimenti di analisi d’espressione dei
microRNA mediante microarray, real-time quantitative reverse-transcriptase
polymerase chain reaction (RT-qPCR) e western blotting. Poi, per lo studio del
recettore adenosinico Aj sono stati eseguiti esperimenti di binding recettoriale,
western blotting, immunofluorescenza e real-time reverse-transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR). I dati da me ottenuti mi hanno consentito di dimostrare che
alcuni microRNA sono fortemente deregolati in maniera specifica nel MPM e che il
recettore adenosinico Aj ¢ sovraespresso. Ritengo che 1 nuovi miRNA trovati
deregolati potrebbero rappresentare nuovi bersagli terapeutici mentre gli agonisti del

recettore Aj potrebbero essere impiegati come terapia innovativa.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Campioni e colture cellulari.

I tessuti bioptici, derivati da tessuto pleurico sano (HMP) e da mesotelioma (MMP)
utilizzati in questa ricerca, ci sono stati forniti dalla Clinica Chirurgica, Azienda
Universita/Ospedale S. Anna di Ferrara. Alcuni di questi tessuti bioptici sono stati
utilizzati per allestire colture cellulari primarie definite HMC, se derivate da cellule
mesoteliali normali, e MMC, se derivate da mesotelioma. Le cinque linee di
mesotelioma, utilizzate nell’analisi d’espressione dei microRNA, denominate MPP-
89, IST-MES2, MSTO-211H, NCI-H2052 ¢ NCI-H28, invece, sono state acquistate
dalla “American Type Culture Collection” (ATCC). La linea cellulare TP53"!¢¥Pe
SKW6.4, trattata con Nutlin, e la linea cellulare HelLa, anch’esse della ATCC, sono
state usate come controllo nell’analisi di western blotting per p21 e GAPDH,
rispettivamente. Tutte le linee cellulari sono state mantenute in appropriate condizioni
di crescita: le HMC, MMC, MSTO-211H, NCI-H2052, NCI-H28 e TP53"'*"P
SKW6.4 in RPMI 1640, 10% di siero fetale bovino (FBS) e 2mM di L-Gluttamina,

mentre IST-MES2, MPP89 e HelLa in D-MEM Ham’s F12, 10% di FBS.
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3.2 Estrazione di RNA totale.

L’RNA totale ¢ stato isolato dalle linee cellulari e dai tessuti in esame. In breve, 1
campioni sono stati sospesi in 1 ml di soluzione Trizol (Invitrogen, Milano, IT) e
I’RNA totale ¢ stato precipitato con isopropanolo e risospeso in acqua DEPC. Prima
dell’ibridazione per I’analisi di microarray, gli RNA sono stati analizzati con lo
strumento Bioanalizer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) al fine di determinarne

la concentrazione e la purezza.

3.3 Ibridazione dei micro-RNA (miRNA) microarray.

I profili d’espressione dei miRNA, per 5 campioni di HMC e 5 campioni di MPM,
sono stati analizzati attraverso 1’Agilent Human microRNA microarray (G4470A
Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Questo microarray ¢ costituito da sonde di
DNA 60-mer sintetizzato in situ, che rappresentano 470 microRNA umani e 64
microRNA virali umani presi dal database Sanger (release 9.1) L’analisi
colorimetrica, 1’ibridazione e il lavaggio sono stati eseguiti secondo le istruzioni
fornite dalla ditta Agilent. Gli RNA degli stessi 10 campioni sono stati ibridati su un
Agilent whole human genome microarray (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
costituito da sonde di DNA 60-mer sintetizzato in situ che rappresentano 41.000
trascritti umani. L.’analisi colorimetrica, 1’ibridazione e il lavaggio sono stati eseguiti
secondo le istruzioni fornite dalla ditta. In breve, una frazione di RNA totale € stato
ottenuto dai campioni utilizzando il reagente Trizol (Invitrogen, Milano, IT). La
qualita del’RNA estratto ¢ stata valutata utilizzando lo strumento Agilent 2100

Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Gli RNA con una bassa qualita
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(numero integrita RNA<7) sono stati esclusi dall’analisi di microarray. cRNA marcati
sono stati ottenuti da 500 ng di RNA totale usando il Low RNA Input Linear
Amplification Kit (Agilent Technologies) in presenza di cianina 3-CTP (Perkin-
Elmer Life Sciences, Boston, MA). Le ibridazioni sono state eseguite a 65°C per 17
h. Le immagini, a 5 um di risoluzione, sono state generate dallo scanner Agilent e
analizzate dal software Feature Extraction 9.5 (Agilent Technologies) per ottenere i

dati grezzi di microarray.

3.4 Analisi dei dati di microarray.

I dati grezzi di microarray sono stati analizzati dal Gene-Spring GX software (Agilent
Technologies) e pre-processati con il GeneSpring plug-in per Agilent Feature
Extraction software results. I dati vengono cosi normalizzati in base alla media del
chip e del gene. L’utilizzo di un filtro permette che solo le sonde, che si esprimono in
modo differente in almeno un campione, vengano prese in considerazione
nell’analisi. I campioni, a questo punto, vengono analizzati, raggruppati € comparati.
Da questa analisi vengono selezionati 1 geni che hanno una differenza d’espressione
statisticamente significativa con un p-value (<0.05), seguendo I’applicazione di
correzione di Benjamini e Hoechberg per la riduzione dei falsi positivi.

I geni differentemente espressi sono stati utilizzati per I’analisi di Cluster dei

campioni, utilizzando la correlazione di Pearson come misura di similarita.
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3.5 Real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction.

Per validare 1 dati ottenuti nell’analisi di microarray sono stati eseguiti saggi di RT-
gPCR (Real-Time quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction) per
quattro miRNA, miR-17-5p, miR-20a, miR-92 e miR-497. TagMan MicroRNA
Assay Kits sono stati acquistati dalla ditta Applied Biosystems (Applied Biosystems
Foster City, CA). Come controllo endogeno di riferimento ¢ stato considerato 1’U6
RNA (Applied Biosystems Foster City, CA). I kit sono stati utilizzati seguendo le
indicazioni della ditta fornitrice. Gli RNA sono stati diluiti in acqua DEPC alla
concentrazione di 2 ng/ul e 10 ng sono stati utilizzati come templato in ogni reazione
di trascrittasi inversa. Successivamente ¢ stata eseguita una RT-qPCR in triplicato per
ogni campione sia per il controllo U6 che per ognuno dei miRNA considerati. Per le
reazioni ¢ stato impiegato lo strumento Applied Biosystem 7500 real time thermal
cycler, nelle seguenti condizioni: 10 min a 95°C per I’attivazione dell’enzima, 15 sec
a 95°C per 40 cicli e 1 min a 60°C. L’espressione dei miRNA ¢ stata misurata con il
metodo del AACt, dove Ct corrisponde al numero di cicli in cui la fluorescenza di
ogni campione passa un ciclo soglia fissato € AACt = (Ctyir — Ctrnue)campione = (Ctmir
— CtrNU6B)controllo- 11 Telativo fold-change dei miRNA ¢ stato determinato con il metodo
del 224,

Inoltre, per I’analisi quantitativa degli mRNA dei recettori adenosinici (ARs) Aj,
Ao, Agp € Az, rispettivamente, sono state utilizzate sonde gene-specifiche TagMan
MGB (minor groove binder) fluorescenti.® ed & stato impiegato lo strumento

Applied Biosystem Prism 7700 Sequence Detection System. Come controllo
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endogeno di riferimento & stato utilizzato lo Human P-actina kit (Applied

Biosystems Foster City, CA).

3.6 Western blotting.

Le linee cellulari e 1 tessuti in esame sono stati lisati utilizzando un buffer di lisi. Le
proteine (40 pg) di ogni linea sono state caricate e corse su un gel di
poliacrilammide al 12%, trasferite poi su membrane di nitrocellulosa e bloccate per
I h a temperatura ambiente con TBS-MT (10 ml Tris-Buffered Saline 10X, 5 gr di
latte magro in polvere, 90 ml H,O, 100 pl Tween). Le membrane sono state
incubate con gli anticorpi primari contro p21 (diluito 1:200, clone DCS-60, Santa
Cruz Biotech., Santa Cruz, CA) e gli ARs (diluiti 1 pg/ml, Alpha Diagnostics Inc,
San Antonio, T X),69 a 4°C overnight, e successivamente con I’anticorpo secondario
coniugato a perossidasi per 1 h a temperatura ambiente. La rivelazione
dell’immunocomplesso avviene per reazione chemio luminescente utilizzando una
soluzione ECL (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) seguendo le indicazione
della casa produttrice. Nell’analisi della proteina p21, 1 campioni sono stati
normalizzati con Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase (GAPDH (1:1.000,

Santa Cruz, CA)).

3.7 Preparazione delle membrane cellulari.
Le membrane sono state preparate a partire da tessuti pleurici umani (HMP e MMP) e
linee cellulari (HMC e MMO). I tessuti e 1 pellet cellulari sono stati omogeneizzati in

un tampone Tris-HCl 50 mM a pH 7.4 mediante 1’utilizzo di un Polytron (Kinematica
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Inc, Bohemua, NY). Successivamente, sono stati centrifugati a 48.000 g per 30 min a
4°C per ottenere un pellet. Per studiare ’espressione dei recettori adenosinici
mediante saggi di binding, il pellet ¢ stato risospeso nei seguenti buffer: a) 50 mM
Tris HCI, pH 7,4 per i recettori A;; b) 50 mM Tris HCI, pH 7.4 contenente 10 mM
MgCl12 per 1 recettori Aja; ¢) 50 mM Tris HCI, pH 7.4 contenente 10 mM MgCl2, 1
mM EDTA per i recettori Ayg € Az. Le sospensioni sono state incubate con adenosina
deaminasi alla concentrazione di 2 IU/ml per 30 min a 37°C e utilizzate per saggi di

binding in presenza di radioligandi.”

3.8 Preparazione dell’amianto.

Le fibre d’amianto del tipo crocidolite sono state ottenute dalla Union Internationale
Contre le Cancer. Le fibre hanno una lunghezza ed un diametro medio di 3.2 + 1.0
micron e 0.22 £+ 0.01 micron, rispettivamente. Esse sono state cotte in forno a 150°C
per 18 h, sospese in una soluzione salina, triturate e autoclavate. Queste fibre,
caratterizzate in precedenza, presentano effetti cancerogeni e causano il rilascio di

specie reattive dell’ossigeno e danni al DNA.”!

3.9 Immunoistochimica.

HMC e MMC cresciute su vetrini in piastre multi-well sono state fissate con
formalina al 4% in PBS, pH 7.4 per 15 min a temperatura ambiente. Dopo due
lavaggi in PBS ghiacciato, 1 vetrini sono stati incubati con BSA all’1% per 30 min
per bloccare 1 siti di legame aspecifici per gli anticorpi utilizzati. Le cellule sono

state poi incubate con anticorpi primari policlonali specifici per gli ARs, diluiti 1:50,
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overnight a 4°C.” Successivamente, & stata eseguita un’incubazione con anticorpi
secondari anti-rabbit IgG coniugato a fluoresceina isotiocianato (FITC) per 1 h a
temperatura ambiente ed il marcatore nucleare, DAPI (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO), 4',6-diamidino-2- henylindole, alla concentrazione di 1mg/ml per 20 min.
Dopo un lavaggio in PBS, 1 vetrini sono stati montati per la microscopia con
DABSCO (1,4-diazabiciclo (2.2.2) ottano, Sigma) e visualizzati mediante 1’utilizzo

di un microscopio Nikon Eclipse 50i.

3.10 Saggi di binding recettoriale di saturazione.

Per lo studio degli ARs mediante saggi di binding di saturazione le membrane,
ottenute da HMP e MMP, sono state incubate in presenza di radioligandi a diverse
condizioni: a) [’H]-1,3-dipropyl-8-cyclopentyl-xanthine ([’H]-DPCPX, 0.01-20 nM)
per 90 min a 25°C per lo studio del recettore AP b) [3H]—4—(2—[7—amino—2—(2—fury1)
[1,2,4]-triazolo [2,3-a][1,3,5] triazin-5-ylamino] ethyl) phenol ([3H]—ZM 241385,
0.01-20 nM) per 60 min a 4°C per lo studio del recettore AonT c) [3H]—N—
benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-[5-(2,6-dioxo-1, 3-dipropyl -2 ,3 ,6 ,7-tetrahydro- 1H -
purin -8 -yl)- 1- methyl -1 H -pyrazol-3-yl-oxy] acetamide ([’H]-MRE 2029F20,
0.01-30 nM) per 60 min a 4°C per lo studio del recettore Asg” d) [3H]—5N—(4-
methoxyphenylcarbamoyl) amino-8-propyl-2-(2-furyl) pyrazolo [4,3-e]-1,2,4-
triazolo [1,5-c]pyrimidine ([3H]—MRE 3008F20, 0.01-30 nM) per 150 min a 4°C per
lo studio del recettore A;.”” Il binding non specifico & stato determinato in presenza
di DPCPX, ZM241385, MRE2029F20 e MRE3008F20, rispettivamente. Al termine

del tempo d’incubazione, la radioattivita legata ¢ stata misurata con un Perkin Elmer
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Tri Carb 2810 TR liquid scintillation counter (Perkin Elmer Life and Analytical
Sciences, Boston, MA). Anche in HMC e MMC sono stati eseguiti esperimenti a

condizioni sperimentali simili per verificare 1’affinita e la densita degli ARs.

3.11 Saggi di binding recettoriale competitivo.

Le membrane, ottenute da HMC, non trattate e trattate con crocidolite per 24 h, e
MMC, sono state incubate per 150 min a 4°C con 2 nM [’H]-MRE3008F20 e
diverse concentrazioni di Cl-IB-MECA e MRE3008F20.” 11 binding non specifico &
stato determinato in presenza di MRE3008F20. Al termine del tempo d’incubazione,
la radioattivita legata ¢ stata misurata con un Perkin Elmer Tr1 Carb 2810 TR liquid

scintillation counter (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA).

3.12 Misura dei livelli di cAMP.

HMC e MMC sono state risospese in un tampone fosfato Krebs Ringer, contenente
adenosina deaminasi alla concentrazione di 1.0 IU/ml e pre-incubate a 37°C per 10
min. Per valutare I’attivita dell’adenilato ciclasi e la produzione di cAMP, le cellule
sono state incubate con forskolin (10 uM) e/o 4-(3-butoxy-4-methoxybenzyl)-2-
imidazolidinone (Ro 20-1724) (0.5 mM) come inibitore della fosfodiesterasi.”” Per
dimostrare il diretto coinvolgimento dei recettori As, ¢ stato studiato I’effetto di un
antagonista selettivo per lo stesso recettore (MRE3008F20). La soluzione finale
acquosa & stata testata attraverso un saggio di binding competitivo utilizzando [*H]-
cyclic AMP, trizma base 0.1 M, aminophylline 8.0 mM, mercaptoethanol 6.0 mM,

pH 7.4.
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3.13 Dosaggi di AKT in HMC e MMC.

La fosforilazione di Akt ¢ stata valutata utilizzando un kit commerciale FACE AKT
(Active Motif, Carlsbad, CA) seguendo le istruzione del produttore. HMC e MMC
sono state seminate in piastre da 96 pozzetti e trattate per 24 h con fibre di
crocidolite e CI-IB-MECA. Dopo I'incubazione, le cellule sono state fissate con
formaldeide al 4% in PBS. Le cellule, a questo punto, sono state incubate con
I’anticorpo primario Akt overnight a 4°C e successivamente con 1’anticorpo
secondario coniugato a perossidasi per 1 h a temperatura ambiente. Dopo un
lavaggio, le cellule sono state incubate con una soluzione di sviluppo per 20 min.
Successivamente all’aggiunta di una soluzione di bloccaggio, I’assorbanza ¢ stata
letta allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 450 nm con una lunghezza di

riferimento di 655 nm.’®

3.14 Attivazione di NF-kB in HMC e MMC.

Estratti nucleari sono stati ottenuti dalle cellule in esame mediante 1’utilizzo di un
kit d’estrazione nucleare (Active Motif, Carlsbad, CA) seguendo le istruzione della
casa fornitrice. L’attivazione di NF-kB ¢ stata determinata mediante la rilevazione
della proteina p65 fosforilata con 1’utilizzo di TransAM NF-kB kit (Active Motif,
Carlsbad, CA). L’anticorpo primario riconosce un epitopo sulla subunita p65
accessibile solamente quando NF-kB ¢ attivato e legato al suo DNA bersaglio. Un
anticorpo secondario, coniugato con una perossidasi, permette una reazione

colorimetrica che viene quantificata allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di

450 nm.%”
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3.15 Saggi di proliferazione cellulare in HMC e MMC.

Le HMC sono state trattate con CI-IB-MECA (1 nM-1 uM) in presenza e in assenza
di fibre di crocidolite (5 pg/cm®) e/o TNF-a (10 ng/ml). Inoltre, le MMC sono state
trattate con CI-IB-MECA (1 nM-1 uM) in assenza o presenza di MRE3008F20 (1
uM). Le cellule sono state seminate in Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 10%
siero fetale di capra, penicillina (100 units/ml), streptomicina (100 pug/ml) con 1
uCi/ml [’H]-Thymidine per 24 h. Dopo l’incubazione, le cellule vengono
tripsinizzate, seminate in quattro pozzetti di una piastra da 96 e filtrate attraverso un
filtro Whatman GF/C di fibra di vetro utilizzando 1’apparato di filtrazione Micro-
Mate 196 (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA). La radioattivita
trattenuta dai filtri viene misurata utilizzando un Top Count Microplate Scintillation

Counter with Micro Scint 20.”

3.16 Saggi di morte cellulare in HMC e MMC.

I saggi di morte cellulare sono stati effettuati valutando 1 livelli di attivita della
caspasi-3 dopo trattamento con CI-IB-MECA (1 nM-1 uM) per 24 h in presenza € in
assenza di fibre di crocidolite (5 p g/cmz) e/o TNF-a (10 ng/ml). Inoltre, I’effetto di
CI-IB-MECA ¢ stato anche investigato in presenza di MRE3008F20 (1 uM). Dopo
24 h, le cellule sono state trattate con un inibitore della biotina-ZVKD-FMK (10
uM) per 1 h a temperatura ambiente. Successivamente 100 ul di ogni estratto
cellulare, ottenuti dall’aggiunta di un tampone d’estrazione per 2 h a temperatura

ambiente, sono stati trasferiti in una micropiastra pre-coated con un anticorpo
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primario specifico per la caspasi-3. Dopo un lavaggio, sono stati aggiunti 100 ul di
caspasi-3 streptavidina coniugata con perossidasi che si lega con la biotina
dell’inibitore precedentemente aggiunto. Dopo un ulteriore lavaggio, ¢ stata
aggiunta ad ogni pozzetto una soluzione substrato per 30 min e successivamente una
soluzione di bloccaggio per bloccare la reazione. La densita ottica ¢ stata
determinata utilizzando un lettore di micropiastre impostato ad una lunghezza

d’onda pari a 450 nm.

3.17 Test di citotossicita LDH in HMC e MMC.

La citotossicita ¢ stata valutata con un kit di rilevazione LDH (Biovision, Mountain
View, CA), che misura I’attivita LDH (lattato deidrogenasi) rilasciata dal citoplasma
delle cellule danneggiate. Le HMC sono state trattate con CI-IB-MECA (1 nM-1
uM) per 24 h in presenza e in assenza di fibre di crocidolite (5 pg/cm®) e/o TNF-o,
(10 ng/ml). Inoltre, MMC sono state trattate per 24 h con CI-IB-MECA (1 nM-1
uM) in assenza o presenza di MRE3008F20 (1 uM). Dopo ’incubazione, 100 ul di
surnatante per pozzetto sono stati raccolti e trasferiti in una piastra da 96 pozzetti
con fondo piatto, addizionati di 100 ul di substrato LDH e incubati al buio per 30
min a temperatura ambiente. L.’assorbanza di ogni campione ¢ stata misurata allo

spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 490 nm.”'

3.18 Analisi statistica.
Per lo studio del recettore As, le concentrazioni delle proteine sono state determinate

mediante 1l test Bio-Rad con I’albumina bovina come standard di riferimento (Bio-
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Rad Laboratories, Hercules, CA). Le costanti di dissociazione per 1 saggi di
saturazione, affinita o valori delle Kp, cosi come le densita massime dei siti specifici
di legame, Bmax, sono state calcolate mediante 1’utilizzo del programma LIGAND
(Kell Biosoft, Ferguson, MO). I dati relativi allo studio funzionale sono stati
calcolati con un’analisi non lineare di regressione usando I’equazione di una curva
sigmoide concentrazione-risposta (GraphPAD Prism, San Diego, CA). L’analisi dei
dati ¢ stata effettuata da un’analisi della varianza. Le differenze tra i gruppi sono
state analizzate con il test di Dunnett e sono state considerate significative a valori
di p<0.01. Tutti 1 dati sperimentali sono stati espressi come valore medio + errore
standard.

Per lo studio dei microRNA, 1’analisi dei dati relativi ai microarray ¢ stata effettuata
da un’analisi della varianza. Le differenze tra 1 gruppi sono state analizzate con il
test ANOVA utilizzando la correzione di Benjamini e Hoechberg per la riduzione
dei falsi positivi e la correlazione di Pearson come misura di similarita. L.’analisi dei
dati relativi alla RT-qPCR, invece, ¢ stata eseguita utilizzando il test del “t di
Student” (analisi per dati non appaiati). Le differenze sono state giudicate

significative a valori di p<0.05.
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4. RISULTATI

4.1 Analisi comparativa dell’espressione dei microRNA in HMC e MMC.

Gli RNA estratti da campioni di HMC e MPM sono stati comparativamente analizzati
per 'espressione dei miRNA. A tal fine, gli RNA isolati sono stati investigati in
microarray (Agilent Technologies, Human microRNA microarray G4470A). I dati
ottenuti hanno mostrato una deregolazione dell’espressione dei microRNA nei
campioni di MPM confrontati con le HMC. Infatti, 151 miRNA mostravano un fold-
change superiore a 2 quando la media d’espressione dei miRNA nell’MPM veniva
confrontata con la media d’espressione degli stessi in HMC. Fra questi, 22 miRNA
sono risultati differentemente espressi in modo statistico (ANOVA p-value<0.05,
correzione di Benjamini e Hochberg): quattordici sono risultati sovraespressi, mentre
otto sono risultati sottoespressi (Tabella 1). L’analisi di cluster, fatta usando questi
22 miRNA, ha mostrato una chiara deregolazione degli stessi fra le due popolazioni

cellulari, normale vs tumorale (Figura 4).
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Expression

miRNA miRNA cluster Chrom Start .. End [strand] p-value * MPM  HMC Foli::;s“ge
hsa-miR-152 mir-183 - mir-96 - mir-182 7 120197459 . 129197568 [-] 0012 297 001 297.0
hsa-miR-502  mir-500 - mir-362 - mir-501 - mir-660 - mir-502 X 49665946 .. 49666031 [+] 0.012 001 028 0.04
hsa-miR-497 mir-497 - mir-195 17 6861954 .. 6862065 [-] 0.023 001 006 0.17
hsa-miR-146b : 10 104186259 . 104186331 [+] ~ 0.028 003 133 0.02
hsamiR-17-5p M7 mirdSa iR - mie0n i I9-L - 90800860 .. 90800943 [+] 0.033 2074 335 6.19
hsa-miR-7 : 9 85774483 .. 85774592 [-] 0.033 078 017 459
hsa-miR-92a-1 M7 mirdSa-mie 19 - min20a - min 19l 90801569 .. 90801646 [+] 0.033 7643 1834 4.17
hsa-miR-92qp MO0 mir1Sb-mir 20 - mirI9b-2-mir92a2 -y 133131234 .. 133131308 [-] 0.033 7643 1834 4.17
hsa-miR-33 : 2 40626894 .. 40626962 [+] 0.033 164 04 4.10
hsa-miR-328 : 16 65793725 .. 65793799 [-] 0.033 001 014 0.07
hsa-miR-214 mir-1992-2 - mir-214 1 170374561 .. 170374670 [-] 0.033 004 361 0.001
hsa-miR-196b - 7 27175624 .. 27175707 [-] 0.036 057 003 19.0
hsamiR-20a 7o miriSa-mie 10 - mie20amieASh- -y 90801320 .. 90801390 [+] 0.036 5960 878 6.79
hsa-miR-106a 100 mir1Sbomir 20 - mirI9b-2-mir92a2 -y 133131894 .. 133131974 [-] 0.036 5148 9115 5.63
hsa-miR-20p 1004 - mirISh - mirB0b - mirA9b-2 -mir92a- -y 133131505 .. 133131573 [-] 0.037 380 055 6.91
hsa-miR-1ga T mirsa i - mir20a i 196-1 - 13 90801006 .. 90801076 [+] 0.037 675 103 6.5
hsa-miR-339 : 7 1029095 .. 1029188 [-] 0.037 397 LI 3.58
hsa-miR-106b mir-106b - mir-93 - mir-25 7 99529552 .. 99529633 [-] 0.037 1665 535 311
hsa-miR-22 : 17 1563947 .. 1564031 [-] 0.037 9408 262.94 036
hsa-miR-549 : 15 78921374 .. 78921469 [-] 0.037 002 02 0.10
hsa-miR-19p M7 omiriSasmie 10 - mi20amieBh- -y 90801447 .. 90801533 [+] 0.040 7636 1537 4.97
hsa-miR-500 932 - mir-188 - mir-300- mir362 - mir-301 - X 49659779 .. 49659862 [+] 0.040 0.8 094 0.19
mir-660 - mir-502
hsa-miR-25 mir-106b - mir-93 - mir-25 7 99529119 .. 99529202 [-] 0.044 2130 791 2.69

* p-value<0.05; correzione di Benjamini e Hochberg per la correzione dei falsi positivi.

TABELLA 1. MicroRNA differentemente espressi fra MPM e HMC.
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FIGURA 4. Analisi di cluster dei profili d’espressione dei microRNA in HMC e MPM.

Per wvalidare 1 dati ottenuti nell’analisi di microarray, quattro miRNA
differentemente espressi sono stati ulteriormente analizzati in RT-qPCR. Nello
specifico, noi abbiamo selezionato tre miRNA, miR-17-5p, miR-20a e miR-92,
sovraespressi in MPM ed un miRNA, miR-497, risultato sottoespresso nei nostri
campioni di MPM. E’ interessante notare che il miR-497 ¢ gia stato descritto in
letteratura per essere sottoespresso in altri tumori polmonari e nel carcinoma

78,79

peritoneale. Le analisi svolte in RT-qPCR hanno confermato la differenza

d’espressione dei miRNA fra i campioni derivati da MPM e HMC (Figura 5).

37



100 ~

% 10 -
§ B T mir 17-5p
5 1 ] T mir 20a
- .
2 B T mir 92
2 .
: E T mir 497
2 01-

0.01 -

* p-value<0.05

FIGURA S. Analisi d’espressione dei microRNA in campioni di MPM mediante RT-qPCR.

4.2 Modulazione dei bersagli in MPM.

Gli stessi campioni sono stati ibridati su un Whole Human Genome Microarray
(Agilent Technologies), capace di valutare 1’espressione di 41.000 trascritti, in
particolar modo I’espressione dei bersagli validati dei microRNA. L analisi dei dati
d’espressione genica ha mostrato una correlazione inversa fra i miRNA selezionati
e molti dei loro bersagli validati (source: Tarbase) (Tabella 2).80 Queste
osservazioni supportano il ruolo di regolatori dell’espressione genica dei miRNA
selezionati, dal momento che alcuni microRNA umani esercitano la loro azione
inducendo la scissione completa del mRNA bersaglio come nel caso della
CDKN;A. Comunque, alcuni geni bersaglio non mostrano una regolazione a
livello di mRNA; ci0 potrebbe essere spiegato con un’azione dei miRNA solo sulla
traslazione delle proteine™ o sulla concomitante azione di pitt miRNA sullo stesso

bersaglio.
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miRNA

Fold Fold Change
iRNA Change Regulation Target MPM/HMC Regulation
MPM/HMC MPMAMC Gene (range 1.5-2.3) MPM/AHMC
Symbol
NCOA; 0.43 no variation
hsa-miR-17-5p 6.19 up E2F1 7.41 up
CDKN;A 9.50 down
hsa-miR-19b 4.97 up BACE, 10.61 down
hsa-miR-20a 6.79 up TGFBR; 1.97 no variation
MYLIP 3.00 up
HIPK; 1.42 no variation
hsa-miR-20b 6.91 up CDKN;A 9.50 down
ARID4B 1.53 no variation
RB; 2.89 down
MYLIP 3.00 up
hsa-miR-106a 5.63 up HIPK; 1.42 no variation
CDKN, A 9.50 down
ARID4B 1.53 no variation
hsa-miR-106b 3.11 up CDKN, A 9.50 down
hsa-miR-214 902 down PTEN 5.65 down

TABELLA 2. Espressione dei miRNA selezionati e dei loro geni bersaglio.
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4.3 CDKN;A/p21 e sottoregolata in MPM.

CDKN;A/p21 ¢ una proteina che regola negativamente la progressione della
cellula nel ciclo cellulare dalla fase G, alla fase S. E’ stato ampiamente dimostrato
in letteratura che p21 ¢ bersaglio confermato del cluster miR-17-92 e dei suoi
paraloghi®' e il livello del suo mRNA ¢ stato trovato sottoregolato nei nostri
campioni di MPM. Per validare i nostri dati di microarray, 5 campioni derivati da
MPM e 2 campioni di HMC, sono stati investigati per 1’espressione di p21 con la
tecnica del western blotting. Noi abbiamo motivato che I’assenza d’espressione di
p21 nei nostri campioni di MPM potesse essere dovuta alla sovraespressione dei
miRNA appartenenti al cluster miR-17-92 e ai suoi paraloghi. Nelle HMC, p21 ¢
normalmente espressa (Figura 6), mentre la sua espressione ¢ assente o ridotta nei
campioni di MPM (Figura 6). Questa riduzione potrebbe essere 1’effetto della

sovraregolazione del cluster miR-17-92 osservata in MPM.
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FIGURA 6. Espressione della proteina p21 in HMC e in campioni di MPM.
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4.4 Sovraespressione del A;ARs in pazienti affetti da MPM.

I livelli di mRNA di ARs, espresso come rapporto tra MMP e HMP, sono
rappresentati nella Figura 7A. Nessuna differenza, invece, ¢ stata trovata
nell’espressione degli mRNA dei recettori A;, A;xe Az in MMP e HMP. Al
contrario, 1’espressione del mRNA dei recettori Az ¢ risultata significativamente
aumentata in MMP in confronto con HMP (Figura 7A). Le analisi densitometriche
e di western blotting indicano un incremento del 61% nell’espressione di A3ARs in

MMP rispetto a HMP (A3;AR/B-actin ratio: 1.4240.09* vs 0.88+0.06, *, p<0.01).

Nessuna differenza ¢ stata riscontrata nell’espressione dei recettori A, Asp € Asp

in MMP e HMP (Figura 7B e 7C).
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FIGURA 7. (A) Espressione dei mRNA in MMP e HMP. (B) Western blotting e (C) analisi
densitometriche dei recettori adenosinici (ARs).
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La sovraespressione dei recettori A; in MMP ¢ stata confermata da esperimenti di

binding di saturazione (Tabella 3, Figura 8).

[3H]-DPCPX A;AR

[PH]-ZM 241,385 A AR

[PH]-MRE2029F20 AAR

[*H]-MRE3008F20 A;AR

Bmax

Bmax

Bmax

Bmax

Kp (nM) (fmol/mg protein) Kp (nM) (fmol/mg protein) Ko (nM) (fmol/mg protein) Kp (nM) (fmol/mg protein)
HMP 2.48 + 0.31 36 * 4 3.02 + 0.30 106 + 10 1.97 + 0.16 106 + 9 217 £ 0.23 113+ 14
MMP 2.19 +0.23 43 +5 2.86 + 0.27 118 = 14 1.95 = 0.20 11 =12 2.21 = 0.21 282 + 24+
HMC 1.35 + 0.12 32+3 2.07 + 0.18 95+ 8 1.78 + 0.15 102 + 10 1.83 = 0.16 93 +8
MMC 1.28 * 0N 38+3 2.45 + 0.16 104+ 9 1.65 + 0.15 108 + 11 212+ 017 325 + 28"
Asbestos-treated HMC ~ 1.32 + 0.12 313 203 +0.16 98 +9 1.81 £ 0.16 105+ 11 2.25 + 0.21 260 + 241

*p<0.01 vs HMP; **p<0.01 vs HMC.

TABELLA 3. Affinita e densita dei recettori adenosinici in HMP e MMP vs HMC e MMC.

Tutti 1 recettori adenosinici sono espressi nella pleura umana, ma non sono state

rilevate differenze significative nei parametri cinetici del binding (la costante di

affinita [Kp] e la densita recettoriale [Bmax]) per i recettori A, Asp € Ayg in MMP

confrontati con quelli ottenuti in HMP. La densita dei recettori Aj, invece, €

risultata essere aumentata significativamente in MMP rispetto a HMP (Figura 8B),

mentre 1 valori di affinita si sono dimostrati simili (Figura 8A). La linearita dello

Scatchard ¢ indice della presenza di un solo sito recettoriale con valori di densita

pari a 113+14 fmol/mg di proteina e 282+24* fmol/mg di proteina per HMP e

MMP, rispettivamente (Figura 8C e 8D, *, p<0.01).
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FIGURA 8. (A) Affinita (Kp) e (B) densita (Bmax) dei recettori adenosinici in MMP e HMP.

(C) Curve di saturazione e (D) grafico di Scatchard di [3H]MRE3008F20 per A3ARs in MMP e
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4.5 L’effetto funzionale e I’espressione del recettore A;sono aumentati in
MMC.

Analisi immunoistochimiche hanno rilevato un simile livello di espressione dei

recettori A, Asp € Ayg in MMC e HMC, ed una sovraespressione del recettore A;

in MMC rispetto alle HMC (Figura 9). Analisi densitometriche e di western

blotting hanno ulteriormente confermato 1’espressione invariata dei recettori A,

Ass € Ayg in HMC e MMC ed un alto livello d’espressione del recettore Aj in

MMC (Figura 10A e 10B).
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FIGURA 9. Analisi immunoistochimica degli ARs, A; (A, B), Aza (C, D), Az (E, F) e A3 (G,
H) in HMC (A, C, E, G) e in MMC (B, D, F, H).

Per valutare 1’affinita e la densita dei ARs nei controlli e nelle cellule derivate da
MPM, sono stati svolti esperimenti di binding di saturazione in HMC e MMC
(Tabella 3). Non sono state rilevate differenze significative nei valori di affinita e
densita per i recettori A, Aya € Azp. Le curve di saturazione e il relativo Scatchard
hanno sottolineato una marcata differenza nell’espressione di A; fra le HMC e le
MMC (Figura 10C e 10D). Nella Figura 10E sono stati riportati gli istogrammi

relativi alla densita recettoriale, espressa in Bmax, degli ARs nelle membrane
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ottenute da HMC e MMC. E’ interessante notare che 1 recettori A; sono aumentati

significativamente nelle membrane ottenute da MMC se confrontate con quelle

delle HMC di 3.5 volte. Questo dato ¢ stato confermato dall’analisi quantitativa dei

livelli del mRNA degli ARs che ha rilevato un aumento di Aj; a livello

trascrizionale di 3.2 volte nelle MMC comparate con le HMC (Figura 10F).
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FIGURA 10. (A) Western blotting, (B) analisi densitometriche, (E) densita recettoriale (Bmax) e
(F) espressione dell’mRNA dei recettori adenosinici in MMC e HMC. (C) Curve di saturazione e
(D) grafico di Scatchard per il recettore Az in HMC e MMC.
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Per valutare 1’affinita degli agonisti ed antagonisti del recettore Aj; sono stati
eseguiti esperimenti di binding competitivo (Tabella 3). Come atteso, CI-IB-
MECA, agonista per il recettore Aj, ha mostrato una curva di binding competitivo
bifasica verso A;ARs, come suggerito da una misura significativamente migliore di
un modello a due siti di binding e da un coefficiente di Hill inferiore all’unita
(0.52). Nelle HMC, CI-IB-MECA ha mostrato un valore di Ky pari a 0,95 + 0,10
nM e di K pari a 82 + 9 nM, similarmente a quanto misurato in MMC. I valori di
K, dell’antagonista per il recettore A;, MRE3008F20, hanno mostrato un’elevata
affinita nel range nanomolare sia in HMC sia in MMC.

L’effetto funzionale dei A;ARs, in HMC e MMC, ¢ stato determinato esaminando
I’effetto di CI-IB-MECA e MRE3008F20 sulla produzione di cAMP. In HMC,
I’agonista CI-IB-MECA ¢ stato in grado di inibire i livelli di cAMP stimolati dal
forskolin in maniera concentrazione-dipendente, con una ECs, nel range
nanomolare (Tabella 4). In MMC, CI-IB-MECA ha mostrato un marcato

incremento nella potenza (ECsp=1241* vs 3443 yM, *, p<0.01), probabilmente

dovuto alla sovraespressione dei recettori A; (Figura 11A). Forskolin 10 uM ¢
stato in grado di stimolare un aumento di 10 volte dei livelli di cAMP sia in HMC
che in MMC rispetto ai livelli basali, suggerendo un’attivita simile dell’adenilato
ciclasi. CI-IB-MECA ha inibito 1 livelli di cAMP stimolati dal forskolin con un
maggior effetto (p<0.01) in MMC che in HMC (Figura 11B). L’antagonista
selettivo per il recettore A;, MRE3008F20, ha mostrato un valore di potenza nel
range nanomolare con un ICsy di 1021 nM in HMC e di 3.45+0.28 nM in MMC.

MRE3008F20, alla concentrazione di 1 uM, ¢ stato in grado di contrastare
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completamente 1’effetto di CI-IB-MECA alla concentrazione di 100 nM

suggerendo 1l coinvolgimento dei recettori A; (Figura 11B).

[*H]-MRE3008F 20 CAMP Assay [*H]-MRE3008F20 CAMP Assay [*H]-MRE3008F 20 Binding CAMP Assay HMC

Binding A; AR HMC HMC Potency Binding A;AR MMC MMC Potency A3 AR HMC Treated with Treated with Asbestos
Compounds Affinity (nM) (nM) Affinity (nM) (nM) Asbestos Affinity (nM) Potency (nM)

Ky = 0.95 = 0.10 Ky = 0.83 + 0.09 Ky = 0.89 = 0.09
Cl-IB-MECA KL=82=+x9 ECs0 =34 + 3 Ke=75+8 ECso = 12 = 1* Kc=80*+9 ECso = 14 + 2*
MRE3008F20 Ki=213 *0.16 ICso =10 %1 Ki=218 + 0.17 ICsp = 3.45 + 0.28' Ki = 2.27 + 0.03 ICso = 3.14 = 0.29"

*p<0.01 vs HMC per CI-IB-MECA; Tp<0.01 vs HMC per MRE3008F20.

TABELLA 4. Affinita e potenza dell’agonista del recettore Az, CI-IB-MECA, e
dell’antagonista, MRE3008F20, in HMC e MMC.

4.6 Sovraespressione dei A;ARs in HMC esposte ad amianto.

L’effetto dell’esposizione all’amianto in HMC ¢ stata valutata per mezzo di
esperimenti di binding e di saggi sull’cAMP (Tabella 4). Esperimenti di binding di
saturazione per A;ARs hanno mostrato un valore di affinita nel range nanomolare e
una densita recettoriale (Bmax) di 260n fmol/mg di proteina suggerendo un
aumento significativamente statistico dei recettori A; dopo il trattamento per 24 h
con I’amianto. In esperimenti di binding competitivo, i valori di affinita per CI-IB-
MECA e MRE3008F20 rilevati in HMC esposte all’amianto non presentano
differenze con quelli rilevati in HMC non trattate e MMC. E’ interessante notare
che, in saggi sul cAMP, la potenza di CI-IB-MECA e MRE3008F20 rilevata era
piu alta nelle cellule HMC trattate rispetto alle non trattate e risultava simile a

quella rilevata nelle MMC.
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4.7 CI1-IB-MECA de-regola la via di segnale di Akt/NF-kB.

In HMC, CI-IB-MECA, alle concentrazioni di 10 e 100 nM, non ¢ stato in grado di
modificare 1 livelli di Akt fosforilata se confrontati con le condizioni di controllo.
La presenza di amianto (5 pg/cm?) ha incrementato significativamente di 1.4 volte
(p<0.01) 1 livelli di fosforilazione di Akt. Questo effetto ¢ stato inibito da CI-IB-
MECA, alle concentrazioni di 10 e 100 nM, per il 42 e 74%, rispettivamente
(Figura 11C). In MMC, CI-IB-MECA alle stesse concentrazioni ¢ in grado di
inibire 1 livelli basali di Akt fosforilata per il 25 e il 38%, rispettivamente (Figura
11D). MRE3008F20 (1 uM) ¢ in grado di bloccare I’effetto di Cl-IB-MECA

suggerendo il coinvolgimento dei recettori As;.
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FIGURA 11. Effetto di Cl-IB-MECA sull’accumulo di cAMP in HMC e MMC.
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In HMC, il trattamento con TNF-a (10 ng/ml) aumenta significativamente
I’attivazione della subunita p65 di NF-kB. Questo effetto ¢ risultato essere inibito
dall’agonista del recettore Az, CI-IB-MECA, alle concentrazioni di 10 e 100 nM
con una riduzione di 45 e 68%, rispettivamente (Figura 12A, p<0.01). Anche il
trattamento con I’amianto (5 pg/cm’®) & stato in grado di aumentare marcatamente
’attivazione di NF-kB in HMC dopo 24 h e la presenza di Cl-IB-MECA 10 nM o
100 nM ha inibito I’attivazione di p65 indotta da questo trattamento (Figura 12B).
Inoltre, la subunita p65 ¢ risultata avere livelli basali piu alti in MMC rispetto alle
HMC. In MMC, CI-IB-MECA ¢ stato in grado di ridurre 1 livelli basali di
attivazione di NF-kB del 35% alla concentrazione di 10 nM e del 58% alla
concentrazione di 100 nM (Figura 12C). In questi esperimenti, il coinvolgimento
dei recettori Ajnella riduzione dell’attivita della subunita p65 di NF-kB indotta da
CI-IB-MECA ¢ stato dimostrato dall’uso dell’antagonista MRE3008F20 1 uM che

¢ stato in grado di contrastare gli effetti prodotti da CI-IB-MECA 10 nM o 100 nM.

4.8 Duplice effetto di Cl-IB-MECA sulla proliferazione e la morte cellulare.

Cl-IB-MECA non ha avuto effetti sulla proliferazione cellulare nelle HMC, mentre
media una riduzione nelle MMC (Figura 12D e 12E). Come atteso, 1’esposizione
all’amianto (5 pug/cm®) ha causato una significativa riduzione della proliferazione
cellulare e questo effetto non ¢ stato modificato dalla presenza di CI-IB-MECA 10
nM o 100 nM. Il co-trattamento con amianto € TNF-a (10 ng/ml) ha aumentato la
proliferazione cellulare, raggiungendo un livello superiore a quello del controllo.

In queste condizioni sperimentali, CI-IB-MECA ha ridotto la crescita cellulare
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inibendo D’effetto anti-apoptotico del TNF-a sulle HMC esposte all’amianto. In
entrambe le linee esaminate, MRE3008F20 era in grado di contrastare I’effetto

dell’agonista del recettore Az, Cl-IB-MECA.
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FIGURA 12. Effetto di CI-IB-MECA e MRE3008F20 in HMC trattate con TNF-a (A) o
amianto (B) e MMC (C) sull’attivazione della subunita p65 di NF-kB. Effetto di CI-IB-MECA,
amianto, TNF-o e MRE3008F20 sull’incorporazione di [3H]—Thymidine in HMC (D) e MMC
(E).

In HMC, CI-IB-MECA 10 nM o 100 nM non ha causato modifiche nell’attivazione

della caspasi-3 rispetto alle condizioni di controllo in presenza o assenza di
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amianto (5 pg/cm®). Il trattamento con 1’asbesto ha mostrato un marcato aumento,
pari a 2.4 volte, dei livelli della caspasi-3 e la presenza di TNF-a (10 ng/ml) ¢ stata
in grado di ridurre la sua attivazione indotta dall’amianto. La co-presenza di CI-1B-
MECA (10 nM e 100 nM) con I’amianto e 11 TNF-a hanno aumentato in maniera
significativa 1’attivazione della caspasi-3 (Figura 13A). In MMC, CI-IB-MECA,
alla concentrazione di 10 nM, non ha causato nessun effetto, mentre alla
concentrazione di 100 nM era in grado di aumentare del 29% 1 livelli di attivita
della caspasi-3 (Figura 13B). MRE3008F20 alla concentrazione di 1 uM era in
grado di contrastare 1’effetto dell’agonista C1-IB-MECA nei campioni esaminati.

In HMC, CIl-IB-MECA 10 nM e 100 nM non ¢ risultato citotossico, come
dimostrato dai livelli di LDH rilasciati nei terreni di coltura in assenza o in
presenza di amianto. Il trattamento con I’amianto (5 pug/cm®) ha mostrato una
marcata citotossicita in HMC aumentando 1l rilascio di LDH di 2.1 volte. Inoltre,
TNF-a (10 ng/ml) si ¢ dimostrato in grado di ridurre la citotossicita indotta
dall’amianto, un effetto che viene contrastato dal trattamento con CIl-IB-MECA 10
e 100 nM (Figura 13C). In MMC, CI-IB-MECA ha aumentato il rilascio di LDH
suggerendo un effetto citotossico mediato dalla stimolazione dei recettori Aj in
queste cellule tumorali (Figura 13D). MRE3008F20 ¢ in grado di ridurre I’effetto

dell’agonista Cl-IB-MECA in tutte le cellule esaminate.
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FIGURA 13. Effetto di CI-IB-MECA, amianto, TNF-a e MRE3008F20 sui livelli di caspase-3
attiva in HMC (A) e MMC (B). Effetto di CI-IB-MECA, amianto, TNF-o e MRE3008F20 sui
livelli di LDH in HMC (C) e MMC (D).
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S. DISCUSSIONE

La mia ricerca, in questi tre anni di dottorato, si ¢ incentrata sulla valutazione dei
profili d’espressione dei microRNA e dei livelli di espressione del recettore
adenosinico Aj; (A3;AR) nel mesotelioma maligno della pleura.

La nostra analisi in microarray per i profili d’espressione dei microRNA ha
identificato un gruppo di 22 miRNA, risultati significativamente deregolati dal
confronto fra 1 campioni di MPM e le HMC. Esperimenti svolti in RT-qPCR e
western blotting hanno confermato 1 risultati ottenuti in microarray. Nel nostro
studio, 1 miRNA legati all’oncogenesi, come 1 membri del cluster miR-17-92, sono
risultati marcatamente sovraregolati in MPM (Tabella 1), suggerendo la loro
importanza nello sviluppo del tumore. Questi dati sono in accordo con risultati
precedentemente riportati in letteratura riguardanti altri tumori solidi umani,”
incluso il mesotelioma.®* Anche i miR-20b, miR-25, miR-106a e miR-106b, che
appartengono ai paraloghi del cluster miR-17-92, sono stati trovati sovraregolati

nei nostri campioni di MPM.
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Il cluster miR-17-92 ¢ indotto dall’oncogene c-Myc, che quindi agisce come un
Myc effettore.” Inoltre, & stato dimostrato come una sovraespressione di questo
cluster agisca assieme a c-Myc per accelerare lo sviluppo tumorale in un modello
murino di linfoma delle cellule B, dove agisce come un oncogene anti-
apoptotico. A livello molecolare, questa funzione & mediata dall’inibizione di
geni che codificano per proteine pro-apoptotiche. Fra queste, E2F1, E2F2 ed E2F3,
che fungono da regolatori del ciclo cellulare e dell’apoptosi, sono bersagli
verificati dei cluster miR-17-92 e miR-106-25.*"*** E2F1 ed E2F3, in particolare,
possono attivare direttamente la trascrizione di questi miRNA, stabilendo cosi un
feedback negativo. Dato che alti livelli di E2F1 possono indurre apoptosi, questo
feedback negativo potrebbe ammortizzare 1’attivita di E2F seguendo un segnale
proliferativo fisiologico, e quindi promuovere la proliferazione cellulare anziché la
morte.®' Cid potrebbe spiegare perché il miR-17-5p ed il suo bersaglio, I’'mRNA di
E2F1, sono entrambi sovraregolati nei nostri campioni di MPM. Piu recentemente,
poi, I'inibitore chinasico ciclina dipendente CDKN,;A/p21 e il gene pro-apoptotico
BCL2L11/BIM sono stati descritti per essere bersagli di molteplici membri del
cluster miR-17-92 e dei relativi miRNA,****” che potrebbero agire assieme per
promuovere la progressione nel ciclo cellulare e, allo stesso tempo, evadere
I’apoptosi mediata da BIM. Infatti, ¢ stato dimostrato che la sovraespressione del
paralogo presente sul cromosoma 7, interferendo con I’espressione di p21* e
I’aploinsufficienza per BIM, puo accelerare la linfomagenesi in topi transgenici
Eu-Myc®, similarmente alla sovraespressione del cluster miR-17-92, suggerendo

che i1l meccanismo anti-apoptotico osservato potrebbe essere legato piu alla
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repressione di BIM che a quella di E2F1. E’ importante notare che Ia
sovraespressione del cluster miR-17-92 potrebbe anche incrementare 1’angiogenesi
tumorale, agendo su fattori anti-angiogenici come la trombospondina-1 (Tspl) e il
fattore di crescita del tessuto connettivo (CTGF), entrambi bersagli predetti per
questo cluster.” Percid, la sovraespressione dei membri della famiglia del cluster
miR-17-92 potrebbe essere coinvolta nell’insorgenza/progressione dell’MPM
promuovendo sia la progressione del ciclo cellulare e la sopravvivenza cellulare
che l’angiogenesi. D’altra parte, CDKN2A/pl6, inibitore chinasico ciclina
dipendente, ¢ stato dimostrato essere bersaglio di altri miRNA sovraregolati in
MPM, incluso il miR-885-3p.”

Uno studio recente ha analizzato il profilo di espressione dei microRNA in tre linee
cellulari commerciali, due di mesotelioma ed una di HMC. Questa ricerca riporta
che molti membri del cluster dell’oncomiRNA miR-17-92 e dei suoi paraloghi,
come miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-20a e il miR-106a, e altri miRNA
legati alla tumorigenesi umana, come miR-21, miR-29a, miR-30b, miR-30c e miR-
143, sono sovraespressi nel MPM. Risultati simili erano gia stati riportati in

39,82 .
2 11 nostro studio,

letteratura per altri tumori solidi, incluso il cancro al polmone.
invece, ¢ stato eseguito su linee cellulari primarie derivate da biopsie chirurgiche
(HMC) e su linee commerciali di MPM. La nostra indagine ha osservato per la
prima volta la deregolazione dei miRNA miR-25, miR-182, miR-339, miR-7, miR-
196b, miR-92, miR-19b, miR-20b, miR-106a, miR-33, miR-500, miR-549, miR-
22, miR-146b, miR-214, miR-502, miR-497 e miR-328, inoltre ha confermato la

deregolazione dei miRNA miR-17-5p, miR-18a, miR-20a e miR-106b, come
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riportato da Busacca et al.,* mentre non ha confermato la sovraregolazione dei
miRNA miR-17-3p, miR-29a, miR-30b, miR-30c, miR-143% e miR-29¢*.*
Abbiamo anche osservato che il miR-182 ¢ risultato marcatamente sovraregolato
nei nostri campioni di MPM in accordo con quanto osservato nella policitemia
vera.”' Allo stesso modo, il miR-7 & risultato sovraregolato nei nostri campioni di
MPM. Una recente indagine ha dimostrato il coinvolgimento di questo miR nella
crescita cellulare e nell’apoptosi suggerendone un potenziale ruolo oncogenico.”
Infatti, in uno screening di circa 200 miRNA, atto a valutare la loro abilita di
incidere sulla crescita cellulare e sull’apoptosi, I’inibizione del miR-7 portava ad
una diminuzione della proliferazione cellulare incrementando 1’apoptosi in cellule
Hela.”” Al contrario, il miR-497 & stato trovato sottoregolato nei nostri campioni
di MPM in accordo con quanto descritto in letteratura per il carcinoma peritoneale
primario e il carcinoma polmonare.”” 1 geni CCND1 e CCND2 sono fra i suoi
potenziali bersagli.”’ La proteina CCND2 & reclutata nel ciclo cellulare perché
forma un complesso con le proteine CDK4 o CDKa®6, la cui attivita ¢ richiesta per la
transizione del ciclo cellulare dalla fase G; alla fase S, e ne funge da subunita
regolatrice. Inoltre, ¢ coinvolta nell’inattivazione mediata dalla fosforilazione da
parte del complesso ciclina D/CDK4 della proteina oncosoppressore pRb.” Percio,
la sottoregolazione del miR-497 potrebbe portare alla presenza di alti livelli di
CCND2, all’inattivazione di pRb e conseguentemente ad una proliferazione
cellulare incontrollata suggerendo un potenziale ruolo oncosoppressivo per tale
miR. E’ interessante notare che il gene RBI, che codifica per pRb, ¢ un bersaglio

del miR-106a sovraregolato nel MPM e, conseguentemente, RB1 mRNA/pRb
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risulta sottoespresso nei nostri campioni di MPM. Questi miRNA potrebbero
essere coinvolti nella stessa via molecolare per regolare 1’espressione di pRb e
portare ad una progressione incontrollata del MPM.

Nei nostri campioni di MPM, i1l miR-214 ¢ stato trovato sottoregolato, mentre
precedenti studi avevano riportato una sua sovraregolazione nel cancro ovarico.
Infatti, un recente studio ha investigato il ruolo del miR-214 nel cancro ovarico e
hanno dimostrato che PTEN (phosphatase and tensin homolog) ¢ un bersaglio
validato di questo miR.”* PTEN & un gene oncosoppressore ubiquitario che
codifica per la proteina PTEN, che ¢ molto importante nella regolazione negativa
della via di trasduzione del segnale Akt/PKB. La mancanza di funzionalita di
PTEN porta ad un incremento dell’attivita di Akt e della via chinasica di mTOR,
che puo promuovere sia la sopravvivenza cellulare sia la proliferazione attraverso
la fosforilazione e I’inattivazione di molti mediatori a valle.” Nei nostri campioni
di MPM, il miR-214 e il suo bersaglio, ’'mRNA di PTEN, sono entrambi
sottoregolati (Tabella 2). Questa discrepanza potrebbe essere spiegata dal fatto che
miRNA differenti possiedono la potenzialita di modulare 1’espressione di uno
stesso bersaglio. Infatti, PTEN non ¢ solo il bersaglio del miR-214 ma anche del
miR-21, che mostra un fold-change pari a 1.3 quando la sua media d’espressione
nei campioni di MPM viene confrontata con la sua media d’espressione nelle HMC
nelle nostre analisi.”® Percid, i bassi livelli del’'mRNA di PTEN nei nostri
campioni tumorali, potrebbero essere dovuti ad una sovraespressione di miR-21,

come gia descritto in altri studi.”
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Nello studio dei recettori adenosinici (ARs), invece, ci siamo incentrati sul
recettore A;. Numerosi studi in letteratura hanno attribuito agli ARs un ruolo
centrale nello sviluppo tumorale e nelle infiammazioni croniche delle vie

68,97-99
aeree. E

stato anche riportato che alti livelli di adenosina deaminasi sono
presenti in numerose neoplasie, come i linfomi e il mesotelioma.'” Ad oggi, non
sono stati riportati dati sull’espressione e/o sulla funzione degli ARs nel MPM. 11
nostro studio sul recettore A; ha investigato la presenza degli ARs in MMP e
HMP. L’'mRNA e DI’espressione della proteina del A;AR erano statisticamente
aumentati in MMP in confronto a HMP. In particolare, A;AR presentava un
aumento di 2.5 volte nella densita in MMP rispetto a HMP. La valutazione della
funzionalita del recettore A; ¢ stata effettuata mediante 1’utilizzo di un modello
sperimentale in vitro rappresentato da linee cellulari ottenute da tessuti pleurici
sani (HMC) e derivati da mesotelioma (MMC). Non ¢ stata riscontrata nessuna
differenza di funzionalita per i recettori A, Aza € Ayg in MMC e HMC, mentre il
recettore Aj ¢ risultato sovraespresso in MMC rispetto alle HMC. Esperimenti di
binding di saturazione hanno rilevato un significativo aumento della Bmax pari a
3.5 volte in MMC rispetto a HMC, suggerendo che questo recettore possa avere un
ruolo importante nel mesotelioma. Questi dati hanno confermato la
sovraespressione del recettore A; in tessuti o cellule derivate da altre neoplasie
precedentemente analizzate.®® Infatti, studi precedenti sull’espressione del recettore
Az hanno supportato I’ipotesi che questo recettore sia sovraregolato in differenti
tipi tumorali, come il carcinoma della mammella, il cancro al colon e 1 carcinomi

97,101,102

tiroide. Nel nostro studio, 1 saggi sulla produzione di cAMP hanno riportato

58



un incremento nella potenza di Cl-IB-MECA e MRE3008F20 in MMC rispetto a
HMC, suggerendo che la sovraespressione di Az possa essere correlata con
un’elevata funzionalita del recettore stesso. Poiché I’amianto ¢ la causa principale
dell’MPM, abbiamo valutato I’effetto sul recettore A; dell’esposizione alle fibre di
crocidolite delle HMC. Saggi di binding di saturazione hanno mostrato che il
trattamento con 1’amianto ha indotto un aumento sulla densita del recettore As,
suggerendo per I’amianto un coinvolgimento nella sovraespressione di Aj;. La
sovraespressione di questo recettore indotta dall’amianto era piu probabilmente
dovuta all’abilita dell’amianto stesso di attivare NF-kB, che possiede un sito di
legame nel promotore del gene del recettore Aj, attraverso TNF-a. Gli esperimenti
di binding competitivo hanno constatato che I’affinita del A;AR non era cambiata
in presenza dell’asbesto. La potenza di CI-IB-MECA e MRE3008F20 nella
produzione di cAMP era significativamente aumentata dopo il trattamento con
I’amianto mostrando valori simili a quelli ottenuti nei saggi sulle MMC. E’ noto
che I’attivazione dei A;ARs inibisce ’attivita dell’adenilato ciclasi, portando cosi
ad una diminuzione dei livelli di cAMP. Quest’ultimo modula il livello e I’attivita
della protein chinasi A che fosforila elementi delle MAP chinasi e protein chinasi

B coinvolte nelle vie di segnalazione di Akt.'™'™

Queste evidenze ci hanno
indotto a investigare ’effetto di CI-IB-MECA sulle proteine che regolano la
crescita cellulare in HMC e MMC. E’ interessante notare che il livello di Akt era
ridotto da CI-IB-MECA nelle cellule HMC trattate con I’amianto ¢ MMC,

suggerendo un ruolo chiave dei AsArs nell’inibizione della fosforilazione di Akt.

La sottoregolazione della fosforilazione di Akt da parte del recettore A; ¢ stata
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anche dimostrata in altre cellule tumorali, come melanoma, colon, prostata e

59,62,105-107 . .
Vista la stretta associazione fra Akt e

carcinoma epatocellulare.
I’attivazione di NF-kB, abbiamo analizzato il ruolo del recettore A; sulla via di
traduzione del segnale NF-kB. E’ stato dimostrato che I’amianto attiva la via di
traduzione del segnale NF-kB, portando alla trascrizione di molteplici geni anti-
apoptotici che promuovono lo sviluppo tumorale. In particolare, I’attivazione di
NF-kB da parte di TNF-a permette alle cellule mesoteliali, con un danno al DNA
provocato dall’esposizione all’amianto, di dividersi anziché morire aumentando

Noi abbiamo trovato che in

cosi la probabilita di sviluppare il mesotelioma.
HMC, CI-IB-MECA era in grado di inibire I’attivazione della subunita p65 di NF-
kB indotta da TNF-a o dalla crocidolite, suggerendone un ruolo nell’inibizione
della via di sopravvivenza e, di conseguenza, nel potenziale blocco dello sviluppo
tumorale indotto dall’amianto. E’ interessante notare che la subunita p65 era
costitutivamente piu attivata in MMC rispetto alle HMC ed era sottoregolata da Cl-
IB-MECA, suggerendo per questo agonista la capacita di inibire la via di
sopravvivenza NF-kB anche in queste cellule tumorali. Le vie di traduzione del
segnale NF-kB sono coinvolte nella modulazione di numerosi processi cellulari,
inclusi la proliferazione, la sopravvivenza e 1’apoptosi. L’effetto inibitorio di CI-
IB-MECA sulla proliferazione cellulare era evidente nelle HMC trattate con
I’amianto e TNF-a e in MMC, confermando il coinvolgimento dell’attivazione di
Aj nel blocco dello sviluppo tumorale o della proliferazione. Ad oggi, I’effetto

anti-proliferativo di CI-IB-MECA ¢ stato largamente investigato ottenendo risultati

contrastanti dovuti al tipo di tessuti o linee cellulari analizzate. Recentemente, ¢
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stato dimostrato che Thio-CI-IB-MECA ¢ in grado di inibire la proliferazione
cellulare in cellule A549 di carcinoma polmonare umano.®”’ Un effetto simile degli
agonisti del recettore Az ¢ stato trovato anche in cellule murine di linfoma NB2-
11C, cellule umane di melanoma A375 e carcinoma alla mammella MCF-
72019519 15 contrasto con i risultati sopra riportati, in una serie di esperimenti &
stato mostrato che CI-IB-MECA ¢ in grado di stimolare la proliferazione cellulare
in molte linee cellulari tumorali, tra cui Caco-2, DLD1 e HT-29.°""° Molti studi
hanno riportato che I’esposizione all’amianto causa apoptosi in cellule mesoteliali
ed epiteliali alveolari principalmente attraverso la produzione di specie reattive

313 Nelle nostre

dell’ossigeno che portano all’attivazione della caspasi-
condizioni sperimentali, la presenza di TNF-a in HMC era in grado di inibire
I’apoptosi indotta dall’amianto e questa inibizione veniva contrastata dall’agonista
CI-IB-MECA. In MMC, I’agonista per il recettore A; era in grado di aumentare
I’attivazione della caspasi-3 che ¢ risultata bloccata dalla presenza dell’antagonista
MRE3008F20. E’ gia noto che gli agonisti del recettore A; mediano 1’'induzione
dell’apoptosi in varie cellule tumorali, come cellule di leucemia promielocitica
HL-60 e cellule di carcinoma tiroideo papillare NPA.""™'" T dati riportati in
letteratura forniscono un potenziale meccanismo per la trasformazione delle HMC
mediata dall’amianto. E’ stato riscontrato, infatti, che 1l trattamento con il TNF-a &
in grado di indurre una riduzione della citotossicita dell’amianto mediante
I’attivazione di NF-kB. Di conseguenza, NF-kB ha inibito la citotossicita indotta

dall’amianto ed aumentato il numero di HMC resistenti alla sua esposizione, e

quindi la percentuale di cellule che si potrebbero trasformare.”’ I nostri risultati

61



indicano che CI-IB-MECA ¢ in grado di inibire I’effetto anti-apoptotico di TNF-a
sulle HMC esposte all’amianto, suggerendo un potenziale uso degli agonisti del
recettore Az come agenti bloccanti della trasformazione maligna delle cellule HMC
esposte all’amianto. Inoltre, CI-IB-MECA ha mostrato un significativo effetto
citotossico sulle MMC, come dimostrato dall’aumentare del livello di LDH
rilasciato nel terreno di coltura, ma nessun effetto citotossico sul controllo HMC.
Questi risultati sono coerenti con quanto riportato in letteratura dove un agonista
del recettore Az, CF101, ¢ stato in grado di potenziare 1’effetto dell’agente
chemioterapico 5-FU in cellule di carcinoma al colon HTC-1 16.11 Infine, ’'mRNA
e ’espressione della proteina del recettore Az sono risultati significativamente
aumentati in MMC e HMC trattate con amianto rispetto al controllo HMC non
trattato. Inoltre, [’agonista CI-IB-MECA porta una diminuzione della
proliferazione ed esercita un effetto pro-apoptotico e citotossico in HMC trattate
con amianto ¢ TNF-oo ¢ MMC ma non sul controllo HMC. Questi effetti
sembrerebbero essere legati alla deregolazione delle vie di segnalazione cellulare
Akt/NF-kB contribuendo al processo che porta alla trasformazione maligna delle
cellule mesoteliali esposte all’amianto.

In conclusione, 1 microRNA che sono risultati deregolati, tra cui i miRNA, miR-
17-5p, miR-18a, miR-20a e miR-106a, identificati deregolati in MPM anche in
altri studi, potrebbero essere proposti come marcatori specifici del MPM. Essi ed il
recettore Aj; potrebbero rappresentare potenziali bersagli per nuovi approcci
terapeutici atti alla prevenzione dello sviluppo del mesotelioma dopo 1’esposizione

all’amianto e al trattamento della malattia conclamata. Infatti, 'uso di
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oligonicleotidi sintetici contro miRNA specifici (AMO) o la reintroduzione di
miRNA assenti potrebbero essere un nuovo approccio terapeutico. Ad oggi, 1’'uso
degli AMO in vivo ha mostrato buoni risultati sia sul piano della realizzazione che
su quello dell’efficacia,'’” mentre la reintroduzione del miR-31 porta alla
soppressione del ciclo cellulare e inibisce [’espressione di molteplici fattori
coinvolti nella progressione del ciclo cellulare.*® Inoltre, studi preclinici e di Fase I
hanno dimostrato che questi agonisti dei recettori A; sono sicuri € ben tollerati
negli esseri umani e quindi possono essere considerati possibili agenti terapeutici
per le malattie tumorali.®®

Sebbene siano necessari ulteriori studi, I’'identificazione di questi miRNA
deregolati e lo studio dell’effetto degli agonisti del recettore A; nel MPM
potrebbero rappresentare un’informazione importante per lo sviluppo di nuove

terapie non convenzionali contro questa malattia fatale.
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