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INTRODUZIONE

CAPITOLO 1. MODELLI ANIMALI

Nella ricerca oncologica assume un ruolo sempre pit importante lo sviluppo e l'applicazione di
modelli sperimentali animali per lo studio della progressione del cancro e per la valutazione della
risposta terapeutica (figura 1).

Subcutaneous, intraperitoneal implantation RNA interference, inducible
(disseminated disease) gene expression, multi-genic
mutation, Tet-reversible gene

Orthotopic implantation (early disease) expression
Human xenograft Syngeneic mouse Genetically engineered

Reporters :~ Metabolic Profiling
Immune Therapies Imaging Tumor Initiating Cells

Figure 1. Modelli Animali nella ricerca oncologica. Schema che mostra I’applicazione dei modelli animali
integrati alle tecniche di immunoterapia, di Imaging molecolare e di metabolomica, nel campo della ricerca
oncologica.

Un modello ideale dovrebbe fornire una riproduzione fedele del tumore umano sia dal punto di
vista fenotipico che da quello molecolare. La patologia dovrebbe svilupparsi all’interno di un
contesto anatomico corretto, circondato da un microambiente tumorale appropriato e da un
sistema immunitario funzionale. Inoltre, un modello ideale dovrebbe contenere I’assortimento
delle alterazioni geniche alla base dell’insorgenza del tumore umano e dovrebbe poter riprodurre
I’intero spettro della malattia e dei suoi sottotipi ed infine presentare lo stesso “pattern” di

metastatizzazione osservabile nei pazienti.
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1.1 MODELLIANIMALI PER XENOTRAPIANTI

Tra i modelli animali che trovano largo impiego nella ricerca oncologica ci sono gli “xenograft”.
La messa a punto di linee e di biopsie tumorali umane primarie ha aperto la strada per lo studio
dei tumori umani in altre specie viventi ovviando al problema del rigetto della massa inoculata a
causa della risposta immunitaria dell’ospite. Gli esemplari animali usati, infatti sono stati
manipolati per avere un deficit nel sistema immunitario per lo pit nella componente linfoide. Ad
oggi i piu utilizzati risultano i topi nudi: animali in cui la rimozione del timo comporta
immunodeficienza a livello di linfociti T in aggiunta alla perdita totale del pelo (caratteristica da
cui deriva il nome topi nudi) e i topi SCID (Severe Combined ImmunoDeficient) risultato di
alterazioni genetiche che si riflettono in un’assenza di linfociti B e T e di cellule Natural Killer
(NK).

I modelli Xenograft si dividono in:
—  Modelli Xenograft ectotopici (Ectotopic)

—  Modelli Xenograft ortotopici (Orthotopic)

La differenza sostanziale tra i due risulta esclusivamente nella localizzazione della massa
tumorale inoculata: Gli xenograft ectotopici fanno riferimento ad un trapianto in una sede diversa
rispetto alla sede di provenienza. Il termine ortotopico definisce invece un trapianto di materiale
che, nel trasferimento da donatore a ricevente, viene mantenuto nella medesima localizzazione
anatomica di provenienza. Il modello ortotopico sotto questo punto di vista risulta piu predittivo.
Questo modello permette di compiere degli studi che piu si avvicinano a quelli osservati in un
quadro clinico riducendo di gran lunga i falsi positivi associati a una sperimentazione
farmacologica. Lo studio condotto da De Rose e colleghi nel 2011, ha analizzato 12 “xenografts”
generati mediante trapianto seriale di biopsie appartenenti a pazienti affetti da diversi sottotipi di
carcinoma mammario, caratterizzati in base alla presenza dei recettori ormonali (ER, PR e
HER?2), al potenziale metastico ed alla presenza di delezioni o amplificazioni geniche. Questa
ricerca ha dimostrato che esiste un alto grado similitudine tra il tumore generato mediante

trapianto e quello originato nel paziente.

1.2 MODELLIANIMALI TRANSGENICI

L’avvento del gene—targeting e dell’ingegneria genetica ha portato alla generazione di modelli
animali che ricapitolano importanti aspetti dei tumori umani (Cheon&Orsulic, 2011). | topi
geneticamente modificati (GEMMs) offrono numerosi vantaggi per lo studio dei meccanismi
molecolari alla base della patogenesi del cancro: a) i topi sono generati in maniera tale da
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presentare specifiche mutazioni geniche, notoriamente associate alla cancerogenesi umana, che
mediante tecniche di ricombinazione del DNA e/o di espressione genica inducibile possono
essere espresse in maniera tessuto specifica e regolata dal punto di vista temporale (Van
Dyke&Jacks, 2002); b) i topi geneticamente modificati sono ospiti immunocompetenti e cio
permette di mantenere le complesse interazioni che avvengono tra le cellule tumorali ed il
sistema immunitario (Egeblad et al., 2010); ¢) lo sviluppo del tumore e spontaneo e spesso
procede ripercorrendo le fasi di progressione in modo simile a quello osservato nei tumori umani
(Lin et al., 2003; Yamada&Mori, 2007). | GEMMs, sono, dunque, diventati un mezzo sempre
piu utilizzato per esaminare le modalita attraverso cui una o piu combinazioni di mutazioni
influenzano la progressione neoplastica, particolarmente adatto per sezionare il ruolo di eventi
molecolari specifici coinvolti nella tumorigenesi.

Per questo lavoro di tesi assumono particolare importanza i modelli animali che si basano

sull’utilizzo dell’ingegneria genica: i topi transgenici.

1.2.1 Topo transgenico bioluminescente: topo MITO-Luc “reporter” di proliferazione

La tecnica della BioLuminescenza non Invasiva (BLI) in vivo, utilizzata al posto di analisi
morfologiche ed immunoistochimiche su tessuti fissati, & il futuro della diagnostica non invasiva
anche in campo oncologico. In particolare nella ricerca oncologica la possibilita’ di avere modelli
animali in cui e possibile visualizzare processi biologici fondamentali quali la proliferazione, il
differenziamento e I’apoptosi in animali vivi permette di avere una misura quantitativa della
progressione tumorale.

NF-Y ¢ un fattore trascrizionale ubiquitario, formato da un complesso eterotrimerico, che si lega
con elevata affinita’ alla sequenza consenso CCAAT presente su molti promotori dei geni
coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare e su molti promotori di microRNA che regolano la
proliferazione (Elkon et al., 2003; Lee et al., 2008). NF-Y esercita la sua attivita solo in cellule
proliferanti e non ¢ attivo in cellule post-mitotiche (Gurtner et al., 2003; Manni et al., 2008). 1l
ruolo chiave di NF-Y nella proliferazione cellulare ¢ anche dimostrato dal fatto che la sua
inattivazione nel topo ¢ letale (Bhattacharya et al., 2003).

Utilizzando una cassetta in cui un promotore, la cui attivita trascrizonale dipende da NF-Y,
trascrive il gene della luciferasi, € stato prodotto un topo transgenico. In questo modello murino
tutte le cellule che esprimono la luciferasi emettono luce quando vengono a contatto con il
substrato della luciferasi, la luciferina. Infatti, in questi topi dopo iniezione intraperitoneale di

luciferina e possibile visualizzare eventi di proliferazione nel topo intero attraverso la tecnica
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della BioLumnescenza non Invasiva (BLI) che consiste nel riprendere con una telecamera

altamente sensibile topi addormentati (figura 2).

Light smrce
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Figura 2. lllustrazione esemplificativa dell’ utilizzo della tecnica dell’imaging. In figura viene mostrata la scatola
nera all’interno della quale viene inserito I’animale addormentato, I’orientamento della telecamera e quello del
fascio di fotoni emessi dall’animale. E inoltre raffigurato schematicamente il computer in cui & presente il software
utilizzato per I’analisi della luminescenza.

Il modello animale é stato chiamato MITO-Luc dove MITO sta per mitosi. In questi topi &
possibile visualizzare nel contesto dell’intero animale, lungo tutto I’arco della sua vita, senza
dunque avere la necessita di sacrificarlo, cellule in attiva proliferazione durante lo sviluppo e
nell’animale adulto. Analisi in vivo, in vitro ed ex vivo mostrano che il gene della luciferasi e
espresso in organi altamente proliferanti, in particolare nel midollo osseo presente nei femori,
nello sterno, nella colonna vertebrale, nella milza e nei testicoli. Tessuti diversi, come ad
esempio polmone, cervello, cuore, aorta, muscolo scheletrico, fegato e rene non emettono luce.
(Goeman et al., 2012). Inoltre é stato dimostrato che in questo modello animale & possibile
visualizzare eventi precoci di trasformazione cellulare indotta da carcinogeni come i papillomi
cutanei indotti dal 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) e dal 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) (Goeman et al., 2012).

1.2.2  Topo transgenico per lo studio del carcinoma mammario: MMTV-NeuT

In questo lavoro di tesi assume un ruolo di particolare importanza il modello transgenico Neu,
ingegnerizzato al fine di ottenere una riproduzione in vivo del processo di tumorigenesi
mammaria che si verifica in seguito ad un overespressione dell’oncogene ERBB2 (Siegel et al.,
2013). Lo studio condotto da Muller e colleghi (1988) ha fornito la prima evidenza sperimentale

della correlazione tra I’attivazione dell’allele neu e I’induzione del carcinoma mammario. Nel
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corso degli anni sono stati sviluppati numerosi modelli transgenici ma in questo lavoro di tesi la
nostra attenzione sara focalizzata sul modello murino MMTV-NeuT.

Nel modello animale oggetto dello studio, I’over-espressione dell’oncogene HER2 avviene in
maniera tessuto-specifica selettivamente nelle cellule dell’epitelio della ghiandola mammaria.
Studi precedenti avevano dimostrato I’esistenza di un virus specifico per la ghiandola mammaria:
il Mouse Mammary Tumour Virus (MMTV). Quando i topi venivano infettati con questo
retrovirus si osservava lo sviluppo del carcinoma mammario. Come tutti i retrovirus I’'MMTV
presenta delle Long Terminal Repeat (LTR) che fungono da promotore forte e sono responsabili
dell’integrazione del genoma virale all’interno delle cellula ospite e della sua conseguente
replicazione. L’utilizzo del MMTV-LTR come promotore di uno specifico transgene ne causa un
elevato livello di espressione nelle cellule luminali degli alveoli e dei dotti mammari in aggiunta
a quelle mioepiteliali. Questa elevata espressione si registra durante tutti gli stadi di sviluppo
della guandola mammaria e diviene detectabile tra il 6°-21° giorno dopo il parto, a seconda del
sito di integrazione del genoma virale in quello della cellula ospite (Wagner et al., 2001).

Nel 1988 Muller e colleghi hanno ingegnerizzato il modello transgenico che esprime la forma
attivata dell’oncogene neu, HER2 nell’'uomo, sotto il controllo del promotore virale del’MMTV.
I topi in questione sviluppano tumori mammari, che coinvolgono I’intero epitelio ghiandolare,

nell’arco di soli 3 mesi (figura 3).
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Figure 3. Progressione tumorale nei topi NeuT. In figura viene mostrata dal punto divista istologico la
progressione del tumore mammario in relazione alle settimane di vita del topo. Si noti che dalla 9° settimana viene
riscontrata un iperplasia atipica della ghiandola mammaria; alla 15% settimna si ha la formazione del carcnoma in
situ, ma solo tra la 17% e la 20° settimna si riscontra la formazione di una massa palpabile. Se il topo viene portato
oltre la trentesima settimana di vita il tumore insorge all’interno di tutte e 10 le mammelle.
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Data la rapidita con cui insorgeva la neoplasia mammaria e, dato il coinvolgimento di molteplici
mammelle, questo modello dimostra che I’overespressione dell’oncogene attivato neu richiede
pochi eventi genetici per la trasformazione dell’epitelio mammario (Muller et al., 1988).

Il modello MMTV-NeuT pur non riproducendo fedelmente la progressione del carcinoma
mammario umano & uno strumento ideale per studiare la patogenesi di tumori iperesprimenti
ERBB2. Infatti, lo studio del profilo dell’espressione genica dei tumori derivati da questo
modello transgenico risulta essere ampiamente sovrapponibile a quella derivata dai tumori

mammari umani ERBB2 positivi (Astolfi et al., 2005).

CAPITOLO 2. IL CARCINOMA MAMMARIO

2.1 STRUTTURAE SVILUPPO DELLA GHIANDOLA MAMMARIA

La mammella ¢ una ghiandola esocrina di tipo apocrino tipica dei mammiferi, con delle
differenze specie-specifiche che riguardano il numero e la disposizione lungo I’asse del corpo.
Nel topo, ad esempio sono presenti cinque paia di mammelle che si sviluppano lungo una linea
che corre leggermente ventrale alle gemme degli arti (figura 4), mentre nell’'uomo sono presenti

solo un paio di mammelle situate nella regione toracic

Figura 4. Localizzazione delle ghiandole mammarie nel topo. In figura &€ mostrata una rappresentazione
schematica della localizzazione delle ghiandole mammarie murine, di cui viene indicata la numerazione.

Questa ghiandola é formata, da due compartimenti cellulari distinti:

— il compartimento epiteliale, composto da cellule epiteliali che formano i dotti galattofori e
da cellule alveolari responsabili della produzione del latte;

— il compartimento stromale, che costituisce la porzione strutturale della mammella ed ha

funzione di sostegno.
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La maggior parte delle cellule epiteliali, definite luminali, & costituita da cellule con attivita
secretiva, che durante la gravidanza subiscono il differenziamento funzionale necessario per la
produzione del latte. Le cellule luminali sono rivestite da uno strato di cellule mioepiteliali,
denominate cellule basali. Queste ultime presentano delle proprieta contrattili e partecipano alla
secrezione del latte (Hennighausen et al., 2005).

Durante lo sviluppo post-natale della ghiandola mammaria gran parte delle cellule epiteliali
esprime i recettori per gli estrogeni (ER) e per il progesterone (PR) e la famiglia dei recettori
tirosin-chinasici: ERBB. Queste due molecole biologiche sono gli ormoni che svolgono
un’azione pleiotropica che interessa le ovaie, I’utero e I’asse ipotalamo-ipofisi, indispensabile
nella regolazione dello sviluppo sessuale. Nella ghiandola mammaria gli estrogeni e il
progesterone controllano rispettivamente la crescita dei dotti galattofori e I’espansione degli
alveoli. Durante la puberta la produzione ciclica di estrogeni e progesterone promuove ed
accelera lo sviluppo dei dotti. I cambiamenti ormonali che avvengono in gravidanza aumentano
la proliferazione delle cellule degli alveoli, che durante I’allattamento risultano maturi e le
cellule luminali pronte a secernere le proteine del latte (Hennighausen et al., 2005). Parte
dell’azione degli estrogeni deriva dall’induzione dell’espressione dei recettori per il
progesterone. Zeps e colleghi hanno dimostrato che I’espressione dei recettori per il progesterone
viene indotta attraverso la segnalazione a valle dei recettori per gli estrogeni. Lo studio é stato
condotto su tessuti mammari derivati dalle biopsie di femmine di topi Balb/c, allo stadio
puberale (5° settimana di vita) o topi adulti (10%-12° settimana di eta) mai accoppiati (Zeps et al.,
1999). Gli ormoni estrogeni si legano a due distinti recettori, codificati da due geni differenti:
ERa ed ERB. Come gli altri recettori steroidei, questi sono membri della grande famiglia dei
recettori nucleari, che in seguito al legame con il proprio ligando, funzionano come fattori
trascrizionali (Hennighausen et al., 2005). Esperimenti di knock-out hanno dimostrato che ERa. &
necessario per I’allungamento e la crescita duttale sia nelle cellule che compongono la porzione
stromale sia in quelle che costituiscono la porzione epiteliale (Bocchinfuso et al., 2000). 1l topo
knock-out per ER non ha, invece, alcun effetto sullo sviluppo duttale né su quello alveolare, ma
sembra per0 avere un ruolo fondamentale nell’organizzazione e nell’adesione delle cellule
epiteliali, essendo coinvolto nel differenziamento terminale del tessuto mammario (Forster et al.,
2002). Mentre per i recettori progestinici esistono due isoforme (A e B) le cui assenze alterano lo
sviluppo alveolare (Lydon et al., 1999) anche se il topo knock-out selettivo dell’isoforma A, non
influenza negativamente la maturazione degli alveoli. Questi dati suggeriscono che I’isoforma B
e indispensabile affinché I’ormone possa effettuare la sua azione pro-proliferativa sulle cellule
epiteliali (Mulac-Jericevic et al., 2003). In maniera molto interessante, durante la gravidanza le
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cellule positive per i recettori del progesterone si localizzano vicino alle cellule proliferanti,

suggerendo il potenziale effetto paracrino di quest’ormone (Hennighausen et al., 2005).

2.2 RUOLO DEI RECETTORI TIROSIN-CHINASICI DELLA FAMIGLIA ERBB

Il nome del gene ERBB deriva dall’oncogene virale Eritoblastic Leukemia, correlato ad esso. La
famiglia dei recettori tirosin-chinasici ERBB & composta da quattro membri strutturalmente
correlati, classificati nel modo seguente:

- ERBBI; (HER1 e EGFR)

- ERBBZ2; (HER2 nell’uomo e neu nel topo)

- ERBBS3; (HER3)

- ERBB4; (HER4)

Questa famiglia di recettori ¢ espressa ubiquitariamente nelle cellule epiteliali, nelle cellule
mesenchimali, nelle cellule del sistema nervoso e nei loro progenitori. Dal punto di vista
strutturale tutti i componenti di questa famiglia presentano un dominio extracellulare, una
regione transmembrana ed il dominio intracellulare. Il dominio extracellulare ha quattro domini
funzionali; il dominio I e 111, ricchi in leucina, adibiti al legame con il ligando e i domini Il e 1V,
ricchi in cisteina, coinvolti nella formazione di ponti disolfuro. Il dominio Il assume un ruolo di
particolare importanza nella formazione degli omodimeri e degli eterodimeri con gli altri membri
della famiglia ERBB. La regione transmembrana é formata da 19-25 residui aminoacidici ed &
essenziale per I’ancoraggio del recettore alla membrana plasmatica. 1l dominio intracellulare
formato da 550 residui, contiene il dominio chinasico e la porzione carbossiterminale (Roskoski
et al., 2014) (figura 5).
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Figura 5.0rganizzazione strutturale e funzionale dei recettori della famiglia ERBB. Suddivisione in domini
funzionali dei membri della famiglia e rispettivi ligandi, fattori di crescita, della famiglia HER: I’Epidermal Growth
Factor (EGF), il Transforming Growth Factor alpha (TGFa), I’Anfiregulina (AR), la Betacellulina (BTC),
I’Epiregulina (EPR), la Neuregulina (Neu) e "Heparin-binding epidermal growth factor like” (HB-EGF). Nessuno di
questi ligandi & specifico per la proteina HER2, mentre tutti e sette legano HER1 ed HER4 e solo due si legano ad
HERS3. Questi recettori per essere attivati hanno bisogno di dimerizzare. Quando il ligando si lega alla porzione
extracellulare di HER3 causa un cambiamento conformazionale che permette I’esposizione del dominio di
dimerizzazione. La formazione dell’eterodimero causa cosi la trans-fosforilazione del dominio chinasico
intracellulare.

Come mostrato in figura 5 a seconda della combinazione dei fattori trascrizionali e del contesto
cellulare in cui si trovano viene regolata la risposta cellulare. 1l sistema mantiene due stati di
equilibrio, la cui interconversione dipende dal legame con il ligando. Il corecettore ERBB2
agisce da regolatore positivo; I’eterodimerizzazione tra ERBB2 e uno qualsiasi degli altri
membri della famiglia ERRB aumenta e prolunga la rispettiva risposta (Citri & Yarden, 2006).

Il ruolo di questi recettori nello sviluppo fisiologico della ghiandola mammaria é stato studiato a
partire dagli anni 90 da Fowler e colleghi attraverso un modello murino (waved-2 mice),
geneticamente ingegnerizzato per la presenza di una mutazione puntiforme inserita all’interno
del gene codificante per ’ERBB1 (Fowler et al., 1995). Analogamente I’espressione transgenica
in vivo del recettore dominante negativo ERBB2 causa la mancata formazione di un
compartimento alveolare funzionale (Jones et al., 1999). Infine, lo studio condotto da Long e
colleghi, ha suggerito che la delezione di ERBB4, effettuata attraverso il sistema di
ricombinazione Cre-Lox, al fine di targhettare specificamente I’epitelio mammario, causa una

riduzione della proliferazione delle cellule del compartimento alveolare (Long et al., 2003).

2.3 TUMORIGENESI MAMMARIA

I carcinoma mammario € il tumore maligno piu frequente nelle donne. Per esempio, negli Stati

Uniti d’America nell’anno 2013 sono stati diagnosticati 232.340 casi di cancro al seno (Shah et

al., 2014). Dopo il carcinoma polmonare, il carcinoma della mammella é la seconda causa di

morte nella popolazione femminile (Siegel et al., 2013) ed e una patologia eterogenea,

caratterizzata da molti sottotipi tumorali con caratteristiche biologiche differenti correlate ad una

risposta al trattamento ed esiti clinici altrettanto diversificati (Yersal et al., 2014).

Nonostante si conoscano i molteplici fattori di rischio, una migliore comprensione dell’eziologia

del tumore al seno sarebbe fondamentale sia per l'identificazione di nuove terapie sia allo scopo

di migliorare le terapie esistenti per il trattamento e la prevenzione della malattia. Qui di seguito

e riportata una lista dei fattori di rischio ritenuti piu importanti nell’insorgenza della patologia:

—  Eta: il rischio di sviluppare un carcinoma mammario aumenta notevolmente con I’avanzare
dell’eta. Tramite I’utilizzo del database “Surveillance”, “Epidemiology” and “End Results”
(SEER) é stato stabilito che la probabilitd che una donna, negli Stati Uniti, sviluppi
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neoplasia mammaria € di 1/202 fino a 39 anni, 1/26 dai 40-59 anni e 1/28 dai 60-69 anni
(Siegel et al., 2013).

Storia personale: una donna che & sopravvissuta ad un tumore al seno, presenta un maggior
rischio di sviluppare una seconda lesione a carico della stessa mammella o piu
frequentemente a carico della mammella controlaterale. E stato stimato che il rischio di
comparsa di un secondo tumore controlaterale varia da 2 a 5 volte rispetto al rischio di
camparsa del tumore primitivo e rimane tale per circa 30 anni dalla prima diagnosi (Shah et
al., 2014).

Patologie mammarie: esistono una serie di lesioni mammarie benigne che rappresentano un
fattore di rischio per il cancro al seno. Tra queste quelle che conferiscono soltanto lieve
aumento del rischio (circa 1,5-2 volte superiore a quello della popolazione generale) sono
I’iperplasia duttale solida, 1 papillomi intraduttali ed i fibroadenomi. Tuttavia quando si
riscontrano patologie mammarie piu rare, come I’iperplasia atipica e il carcinoma lobulare in
situ, il rischio relativo aumenta fino a 4,4 nel primo caso e fino a 12 nel secondo (Hartmann
et al., 2005).

Storia familiare: numerosi studi clinici hanno dimostrato che donne con uno, due, tre o piu
parenti di primo grado affetti da carcinoma mammario, hanno rapporti di rischio piu elevati
(1,80, 2,93 e 3,90 rispettivamente) rispetto alla popolazione generale (Coldtiz et al., 2012)
Predisposizione genetica: circa il 20-25% dei pazienti con tumore mammario ha una storia
familiare positiva, ossia possiede parenti di primo grado affetti. Tuttavia, solo il 5-10% dei
casi di cancro al seno sembra essere correlato ad un eredita autosomica dominante (Shah et
al., 2014). In particolare, sono stati descritti, in termini di significativita, alcuni alleli di
suscettibilita alla patologia. Tra questi, quelli che conferiscono il piu alto rischio di
sviluppare il cancro al seno sono BRCA1 e BRCA2 (BReast CAncer), mutazioni nel gene
TP53 (sindrome di Li-Fraumeni), Phosphatase and tensin homolog (PTEN),
Serine/Threonine Kinase 11 (STK11, neurofibromatosi (NF1 ) e nel gene codificante per il
marcatore epiteliale E—caderina (CDH-1) (Sharif et al., 2007). Tra i geni che vengono
definiti di rischio moderato, ossia del 20-40%, abbiamo le mutazioni omozigoti per il gene
codificante la chinasi ATM (Atassia Telangectasia) (Thompson et al., 2005), mutazioni
somatiche nel gene antitumorale CHEK2 (checkpoint kinase 2) (Thompson et al., 2006),
mutazioni nei geni BRIP1 (BRCAL1 interacting protein) e PALB2 (Partner and localizer of
BRCA2) (Wong et al., 2011). Attraverso studi di associazione genome-wide, sono stati
definiti anche gli alleli a basso rischio, ma il loro ruolo nella cancerogenesi mammaria deve

essere ancora chiarito (Shah et al., 2014)
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La prognosi delle pazienti con cancro al seno é fortemente associata alla diagnosi precoce e per
questo I’identificazione di biomarcatori specifici per le prime fasi dello sviluppo del tumore
diventa indispensabile per migliorare I’andamento della malattia. Sebbene i metodi ad oggi
ampiamente utilizzati per la diagnosi, come la mammografia e la risonanza magnetica, abbiano
aumentato il numero di diagnosi precoci, la sensibilita di questi sistemi resta bassa. Purtroppo
attualmente il numero complessivo di biomarcatori disponibili, clinicamente utili, € ancora molto
limitato. 1l cancro al seno, sia nella specie umana che in quella murina, progredisce da lesioni
precancerose non aggressive fina a divenire un carcinoma invasivo e metastatico. Le prime fasi,
definite appunto pre-cancerose, consistono nell’insorgenza del carcinoma in situ. Tutto inizia
grazie alla presenza di piccoli foci cosituiti da cellule trasformanti all’interno dell’unita terminale
dutto-lobulare (la porzione finale del dotto principale che si apre nel capezzolo, TEB). Questi
foci si espandono fino a riempire interamente questa unita, ma non risultano invasivi poiché
rimangono incapsulati all’interno della membrana basale dell’epitelio luminale.
Quest’espansione e alla base dell’insorgenza dei carcinomi duttali in situ (DCIS) e dei carcinomi
lobulari in situ (LCIS) a seconda delle caratteristiche morfologiche. Quando i DCIS vengono
diagnosticati precocemente vengono rimossi tramite intervento chirurgico, ma se la diagnosi
precoce non si verifica possono progredire fino ad arrivare allo stadio tumorale invasivo e
metastatizzante. Quindi € chiaro che il successo del trattamento del cancro al seno é strettamente
legato alla diagnosi precoce e vi € una necessita di biomarcatori di progressione tumorale
diagnostici e/o prognostici utilizzabili in clinica. Nonostante I'enorme quantita di dati acquisiti
dall’analisi genomica effettuata su linee cellulari o su tumori, il risultato netto in termini di

indicatori clinicamente utili individuati @ ancora molto limitata.

2.4 CLASSIFICAZIONE MOLECOLARE DEL CARCINOMA MAMMARIO

Isistemi di classificazione tradizionali si basano sulle caratteristiche biologiche come ad esempio
le dimensioni del tumore, il coinvolgimento dei linfonodi, I’aspetto istologico, lo stato di
attivazione dei recettori per gli estrogeni (ER), di quelli per il progesterone (PR) e dei recettori
della famiglia ERBB (Yersal et al., 2014). Lo sviluppo di nuove tecniche per lo studio
dell’espressione genica ha reso possibile I’analisi contemporanea dell’espressione di migliaia di
geni, rivoluzionando i criteri della classificazione del cancro al seno (Perou et al., 2000; Naderi
et al., 2007; Wirapati et al., 2008). Inoltre, questi studi hanno fornito importanti informazioni per
la sua classificazione molecolare in sottotipi distinti sulla base dell’espressione di specifici geni
correlati ad un preciso “outcome” clinico (Eroles et al., 2012). Sulla base di questi studi €
possibile classificare i tumori mammari in due grandi gruppi: ER-positivi ed ER-negativi. |
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tumori ER-positivi sono caratterizzati da un’elevata espressione dei geni espressi dalle cellule
dell’epitelio luminale del dotto mammario e per questo vengono definiti luminal group. I tumori
ER-negativi invece, sono stati suddivisi in tre sottoclassi: basal-like, normal-like e ERBB2-
positivi. Questi ultimi sono caratterizzati dall’iperespressione dell’oncogene HER2. | basal-like
esprimono molte delle caratteristiche delle cellule che compongono I’epitelio basale della
mammella e non esprimono i recettori ormonali. Infine i tumori normal -like che rappresentano
solo il 5-10% dei tumori, sono poco caratterizzati. Questo sottogruppo presenta un’espressione
genica correlata a quella del tessuto adiposo mammario ed una prognosi intermedia tra quella dei
sottotipi luminal e basal. Data la mancanza dei recettori per gli estrogeni, per il progesterone e
del recettore HER2, questi tumori vengono classificati come tripli-negativi (Yersal et al., 2014)

La comparazione del profilo di espressione genica nei tumori classificati come luminal group ha
permesso di classificare ulteriormente questo sottotipo tumorale (Sorlie et al., 2001; Van’t Veer
et al., 2002; Hu et al., 2008 Sotiriou et al., 2010). In particolar modo sono stati individuati altri
due sottogruppi, chiamati Luminal-A e Luminal-B. | primi rappresentano quasi il 50-60% dei
tumori mammari; sono caratterizzati da un fenotipo poco aggressivo, dimostrato anche attraverso
studi di immunoistochimica per la proteina Ki-67 (Carey et al., 2006), marcatore di
proliferzione. | tumori Luminal-A sono correlati ad una prognosi favorevole e ad un altrettanto
basso rischio di recidiva (Guarneri et al., 2009; Kennecke et al., 2010). Al contrario, i Luminal B
comprendono il 15-20% dei tumori al seno, sono caratterizzati da un fenotipo molto aggressivo e
una prognosi infausta (Creighton et al., 2012). Recenti evidenze sperimentali suggeriscono che
quest’alto tasso di proliferazione, sia dovuto all’attivazione di “pathways” alternativi in risposta
alla produzione di specifici fattori di crescita. | tumori basal-like (ER-negativi), sono considerati
carcinomi ad alto grado, dal punto di vista istologico si evidenziano delle zone centrali
necrotiche o fibrotiche e la presenza di infiltrato linfocitario. La maggior parte di questi tumori &
altamente infiltrante, ha un fenotipo estremamente aggressivo e favorisce la formazione di
metastasi al cervello ed ai polmoni (Heitz et al., 2009). Molti dei tumori che fanno parte di
questo gruppo esprimono elevati livelli di marcatori mioepiteliali come le citocheratine 5, 14, 17
(CK5, CK14, CK17) e la laminina. | basal-like non esprimono né i recettori per il progesterone,
né quelli per gli estrogeni e neanche quelli della famiglia ERBB, per questo vengono definiti
anche tumori tripli-negativi. Tuttavia, & importante sottolineare che basal-like e triplo negativo,
non sono in realta sinonimi, infatti si evidenziano dei dati discordanti nel 20% degli studi che
prendono in esame il profilo di espressione genica relativo ad entrambe le sottoclassi (Yersal et
al., 2014). Nei tumori basal-like & presente un alto tasso di mutazione a carico della proteina p53,
correlato all’instabilita genomica e all’impossibilita nell’attivare il “pathway” a valle della
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proteina Rb (Retinoblastoma), da cui consegue un importante deregolazione del ciclo cellulare
ed un aumento della proliferazione. Inoltre, la deregolazione dell’espressione dei geni codificanti
per le integrine viene correlata all’elevato potenziale metastatico di questa sottoclasse tumorale
(Heitz et al., 2009). Molti dei geni che sono normalmente mutati in altri tipi di cancro, lo sono
anche nei tumori basal-like, ma I’accumulo nucleare e citoplasmatico della B-catenina che si
evidenzia in questi tumori sembra rappresentare un ottimo bersaglio per lo sviluppo di terapie
piu mirate (Criscitiello et al., 2012).

Importanti sono le implicazioni della classificazione molecolare nello sviluppo di nuove terapie.
Infatti, nel 2013 alla St. Gallan International Breast Cancers Conference, i membri di una
commisione di esperti hanno concordato che le decisioni terapeutiche devono essere basate sul
riconoscimento dei sottotipi intrinseci di cancro al seno. La stessa commissione ha inoltre
stabilito che la classificazione deve essere definita mediante I’utilizzo di tecnologie per I’analisi
del profilo di espressione genica piuttosto che sulla base esclusiva degli studi immunoistochimici
(Goldhirish et al., 2013) (Tabella 1).

Intrinsic subtype Clinicopathological surrogate definition

Luminal-A “Luminal-A-like” all of: a A level of < 14% best correlated with the gene-
ER and PgR positive expression definition of Luminal A based on the results in
HER2 negative a single reference laboratoryb PgR cut-point of = 20% to
Ki-67 “low”a best correspond to Luminal A subtype

Recurrence risk “low” based on multi-gene-expression assay (if
available) b
Luminal-B Luminal-B-like (HER 2 positive)
ER positive
HER2 negative
and at least one of:
Ki-67 “high”
PgR “negative or low”
Recurrence risk “high” based on multi- gene-expression assay
(if available)
Luminal-B (HER 2 negative)
ER positive
HER2 over-expressed or amplified
Any Ki-67
Any PgR
Erb-B2 overexpression HER 2 positive (non-luminal)
HER2 over-expressed or amplified
ER and PgR absent

Basal-like Triple negative (ductal) There is an 80% overlap between “triple-negative” and
ER and PgR absent intrinsic “basal-like” subtype
HER2 negative

Tabella 1. Tabella riassuntiva dei sottotipi tumorali approvati dalla St. Gallan International Breast Cancers
Conference del 2013
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2.5 IL PROTO-ONCOGENE ERBB2

Molteplici evidenze sperimentali correlano I’amplificazione della regione genica del gene
ERBB2 alias HER2 (chrl7: 37856254-37884915) all’insorgenza di differenti tipi di cancro: il
cancro alle ovaie, ai polmoni, al pancreas, al colon, all’endometrio e primo su tutti quello alla
mammella (Citri & Yarden, 2006). Inoltre, I’iperespressione della proteina HER2 nel carcinoma
mammario determina un aumento di aggressivita tumorale, poiché I’amplificazione della
segnalazione da esso indotta, incide sui processi cellulari che guidano la tumorigenesi quali
I’invasione, la motilita cellulare, la proliferazione, la metastatizzazione, I’angiogenesi e
I’apoptosi (Slamon et al.,1989; Ross et al., 2003). L’iperespressione di HER2 in linee cellulari o
tessuti tumorali mammari induce la fosforilazione costitutiva del suo dominio chinasico
determinando uno stato di costante attivazione (Alimandi et al., 1995; Thor et al., 2000). Inoltre,
quando HER2 é iperespressa, essendo il miglior “partner” di dimerizzazione per gli altri membri
della famiglia ERBB, si osserva anche un’attivazione aberrante degli altri “network™ molecolari
in cui questi sono coinvolti (Citri & Yarden, 2006). In particolare, se HER2 ¢ iperespressa, nelle
cellule di epitelio mammario, favorisce la formazione di colonie e induce la trasformazione
neoplastica (Pierce et al., 1991).

Per il presente lavoro di tesi di dottorato assume una particolare importanza il sottotipo tumorale
HER2 positivo. Il 15-20% dei carcinomi mammari ER-negativi risultano essere HER2-positivi.
Questi tumori sono caratterizzati da un iperespressione della proteina HER2 e di altre proteine
coinvolte nella sua via di segnalazione oppure dalla presenza di un’amplificazione della regione
genica in cui mappa il gene codificante per HER2 (Yersal et al., 2014). In questo sottotipo
tumorale le copie geniche di HER2 possono arrivare fino a 25-50, il livello di espressione della
proteina HER2 supera di 40-100 volte quello normale, cid determina la presenza di piu di 2
milioni di recettori espressi sulla superficie delle cellule tumorali (Kallionemi et al., 1992).
L’amplificazione di HER2 € un evento relativamente precoce nella patogenesi del tumore al seno
(Park et al., 2006). Come mostrato in tabella 2 i tumori overesprimenti HER2 sono caratterizzati

da un elevato grado di aggressivita e sono correlati ad una prognosi infausta.
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I Increased vroliferation rates I

Increased proliferation rates

High histologic and nuclear grade

Low ER and PR levels

More aneuploidy

Propensity to metastasize to CNS and viscera

Relative resistance to endocrine therapy

Increased sensitivity to doxorubicin; Co-amplification of topoisomerase 2

Relative resistance to endocrine therapy

Response to HER2-targeted therapy

Tabella 2. Caratteristiche dei Tumori overesprimenti HER2.

CAPITOLO 3 IL CANCRO E’UNA MALATTIASISTEMICA

Il microambiente tumorale ¢ composto dalla matrice extracellulare e da tipi cellulari diversi
come cellule del sistema immunitario e fibroblasti che cooperano per promuovere la
sopravvivenza, la migrazione e l'invasione delle cellule tumorali. Il microambiente tumorale
gioca un ruolo importante sia all'inizio che nella progressione tumorale. Nei primi stadi dello
sviluppo del tumore, le cellule tumorali secernono fattori, come citochine, chemochine, e
metaboliti che inducono una risposta immunitaria pro-tumorale. Infatti, i fattori solubili rilasciati
alterano I’emopoiesi fisiologica nel midollo osseo e nella milza, inducendo le cellule mieloidi
immature immunosoppressive a sostenere la crescita tumorale, la neo-vascolarizzazione, ed
infine I’invasione (Gabrilovich et al, 2012). In tal modo, con lo scopo di creare un
macroambiente pro-tumorale, le cellule del tumore condizionano anche siti lontani come il
midollo osseo e la milza attraverso fattori solubili e vescicole di membrana, come gli esosomi.

E 'evidente da oltre un secolo che il cancro € una malattia sistemica, ma la partecipazione del
macro-ambiente nello sviluppo e nella progressione tumorale comincia solo ora ad essere
apprezzata. Recentemente, molti lavori evidenziano che durante la progressione tumorale c’é una
forte attivazione temporale e spaziale dell’emopoiesi e un’evidente risposta immunitaria. Infatti
tessuti tumorali solidi e circuiti linfoide correlati (midollo osseo e milza) promuovono
I’interazione reciproca con la complessita inaspettata. Ad esempio, nel cancro al seno di tipo
luminale (LBC), le cellule stabiliscono un macro-ambiente sistemico che supporta la diffusione
di tumori altrimenti indolenti. I LBC secernono citochine che attivano le cellule del midollo
osseo (Kuznetsov et al., 2012) e questa cascata di eventi ha come risultato la crescita di

adenocarcinomi e viene abolita quando l'attivazione delle cellule del midollo osseo € inibita da
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un composto anti-inflammatorio come l'aspirina. Questi risultati evidenziano come il macro-
ambiente sia una componente importante per la progressione della malattia (Becker et al., 2014).
Non e ancora chiaro come le cellule del midollo osseo con azione pro-oncogenica siano attivate e
se ci siano componenti cellulari e molecolari che sono comuni a tutti i tipi di macro-ambienti
pro-tumorali o se questi siano specifici per particolari tessuti e/o tipi di tumore. Sara’ importante
rispondere a queste domande e su quali sono i primi meccanismi di risposta immunitaria che si
verificano e qual’é la loro evoluzione durante la fase pre-neoplastiche della carcinogenesi. Cosi
come sara importante identificare se esiste una “diafonia” nel tumore fra macro-ambiente e
tessuto bersaglio prima che inizi il processo e se influenzi lo sviluppo del tumore in senso
positivo 0 negativo. La mancanza di questa conoscenza e dovuta principalmente alla mancanza
di modelli umani e animali in cui & possibile seguire I'evoluzione del tumore dai primi passi e per
tutto il tempo della crescita. Nel presente progetto si ipotizza che l'acquisizione delle funzioni
tumorigenici sta procedendo tramite iniziative concrete che coinvolgono risposte del macro-
ambiente, che non sono state ancora caratterizzate a causa dei limiti degli strumenti sperimentali
adottati finora. In questo lavoro di dottorato, utilizzando strumenti di imaging non invasivo per
misurare in studi longitudinali la proliferazione in tutta la vita degli animali, abbiamo identificato
spazio-temporalmente le prime fasi di trasformazione pre-neoplastica, che coinvolgono
attivazione di proliferazione del midollo osseo e della milza dove gli eventi molecolari pro o

anti-crescita tumorale potrebbe avvenire.

CAPITOLO 4. | microRNA

I microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA non codificanti di 19-25 nucleotidi (nt) a
singolo filamento; regolatori trascrizionali e post-trascrizionali dell'espressione genica (Tan et
al., 2009). I miRNA funzionano tramite accoppiamento di basi con sequenze complementari
delle molecole di RNA messaggero bersaglio, inducendo la loro degradazione o impedendone la
traduzione nel corrispondente prodotto proteico.

Le prime evidenze sull’esistenza dei miRNA risalgono al 1993 da parte di Victor Ambros e
colleghi, i quali studiavano i difetti nel controllo temporale dello sviluppo post-embrionale nel
nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans). Mediante uno screening genetico, il gruppo
identifico un gene, lin-4, che non codificava per una proteina ma per due piccoli RNA, di circa
61 e 22 nt. Lo stesso gruppo di ricerca noto che questi RNA mostravano complementarieta
antisenso con diversi siti nella regione 3’ non tradotta (3’UTR) dell’lRNA messaggero (mRNA)
del gene lin-14 (Lee et al., 1993). Grazie a questi siti complementari, con un meccanismo che

allora non era ancora noto, lin-4 riduceva notevolmente i livelli di proteina LIN-14 senza alterare
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in modo significativo i livelli del rispettivo mRNA. L’interazione diretta fra i due RNA era
dunque responsabile del controllo negativo dell’espressione della proteina LIN-14, la cui
repressione traduzionale é essenziale per la normale transizione dal primo al secondo stadio di
sviluppo larvale di C. elegans. Da allora, I’'RNA lin-4 di 22 nt é stato riconosciuto come
capostipite dell’intera classe dei miRNA (Lee & Ambros, 2001; Zhang et al., 2005; Zhang et al.,
2006; Meshesha et al.,2012). Dopo la loro scoperta nei nematodi, i miRNA sono stati identificati
anche negli eucarioti unicellulari, negli animali, nelle piante e addirittura nei virus, dove
esercitano un ruolo fondamentale per la regolazione dell’espressione genica alla base di
moltissimi processi cellulari.

I miRNA “maturo” ¢ la forma funzionalmente attiva che deriva dal processamento di una
molecola di RNA precursore piu grande, la cui sequenza pud essere contenuta all’interno di
regioni introniche di altri geni o all’interno di regioni intergeniche, in un locus proprio
(Stroynowska-Czerwinska et al., 2014). In entrambi i casi, i loci possono essere singoli o essere

organizzati in posizioni adiacenti detti cluster (figura 6).

Cr. 17 _|j— microRNA intergenico singolo
Cr.1 | _ [R5 ] microRNA intergenici in gruppo

Cr. 2 microRNA intronico singolo

Cr.21 |,|—|_|—ﬁ;ﬂ|1—|,Ex6m,R“”C microRNA intronici in gruppo

Modificato da Kapinas & Delany, 2011

Figura 6. Localizzazione ed organizzazione genomica di alcuni miRNA noti. | geni dei miRNA possono essere
intergenici (singoli o in gruppo) o intronici (singoli o in gruppo), nella sequenza di geni codificanti proteine o di
genie non codificanti.

Nell’uomo, sono stati fino ad oggi identificati pit di duemila miRNA maturi e si stima che
almeno il 60% dei geni umani sia regolato mediante interferenza di RNA indotta dai miRNA
(Croce et al., 2009)

I miRNA sono trascritti nel nucleo ad opera della RNA polimerasi Il o, meno frequentemente,
della RNA polimerasi Il (Borchert et al., 2006), producendo un trascritto chiamato pri-miRNA.
I pri-miRNA possono essere lunghi da qualche centinaia fino ad alcune migliaia di basi e
possono contenere uno o piu precursori dei MiIRNA (pre-miRNA) in forma policistronica.
L’evento di maturazione successivo che produrra’ il pre-miRNA a partire dal pri-miRNA avviene
ad opera di un complesso multi-proteico chiamato Microprocessor (figura 7), i cui componenti
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principali sono I’'RNA endonucleasi di tipo I11, Drosha e la proteina di legame all’lRNA a doppio
filamento DGCRS8 (DiGeorge Critical Region 8) (Stroynoska et al., 2014).

1. Trascrizione

s
Gene codificante proteine ~40%
Esone
Introne’
Regione intergenica ~50%

RNA Pol li/1ll

Esone Spllceosoma\

Introne . \
\\\\‘ = \

. pri-miRNA \

Eucromatina

pre-miRNA
~60 nt

——

Exp 5
CITOPLASMA

3. Esportazione
del pre-miRNA

E-—
5. Duplex
miRNA/miRNA*

Figura 7. Meccanismo di biogenesi dei microRNA nelle cellule umane. La via classica (a) segue tutte le fasi dal
a 5in figura; la via non canonica Drosha-indipendente (b) € indicata dalla freccia arancione tratteggiata.
(Modificata da Stroynowska-Czerwinska et al. 2014).

Il pre-miRNA consiste in una struttura a forcina imperfetta della lunghezza di 60-70 nt,
caratterizzato da una peculiare estremita protrudente di due nucleotidi a singolo filamento alle
terminazioni 3’ (Lee et al., 2003). La proteina RAN-GTPasi Esportina-5 (Exp5) riconosce e lega
queste estremita, mediando la traslocazione attiva del pre-miRNA dal nucleo verso il citoplasma
(Lund et al., 2004; Zeng & Cullen, 2006) (figura 7).

Il pre-miRNA una volta traslocato nel citoplasma viene riconosciuto a livello della protrusione al
3’ da un altro complesso multienzimatico formato dall’RNA endonucleasi di tipo 111, Dicer, dalle
proteine Ago2 e TRBP (Transactivation-Response RNA-Binding Protein). Questo complesso
multienzimatico determina il processamento del pre-miRNA, tagliandolo nella forma finale di
piccolo RNA a doppio filamento di 22 nt circa. Questo piccolo RNA, chiamato duplex miRNA é
costituito dal filamento del miRNA maturo (filamento “guida”) e dal suo complementare
(filamento “passeggero”) (Meister & Tuschl, 2004).

Il filamento maturo viene incorporato nel complesso ribonucleoproteico dei miRNA (miRNP),
noto anche come complesso di silenziamento indotto da RNA miRISC (miRNA Induced

Pag. 21



Silencing Complex). A questo punto il complesso miRISC-microRNA maturo € in grado di

svolgere la sua azione di regolatore negativo sugli RNA messaggeri bersaglio (figura 8).

Modificata da Stroynowska-Czerwinska et al. 2014

pre-miRISC miRISC maturo
b.“Insinuamento” attivo
del dominio N nel duplex

(6]
-
[
| — ‘
e. Legame con
mRNA bersaglio

N
|\';\ | d. Degradazione
~ del filamento
passeggero *

Rnasi lll Dicer

TRBP —

Duplex miRNA/miRNA* a. Caricamento
del miRISC
CITOPLASMA

c. Svolgimento
del duplex

Figura 8. Assemblaggio del miRISC nelle cellule umane. Il primo passaggio (a) € il caricamento del miRISC che
coincide con il trasferimento del duplex miRNA da Dicer ad Ago; il dominio N terminale di Ago si “infila” tra i due
filamenti del duplex (b); il dominio PAZ di Ago scioglie il duplex (c); il filamento passeggero del duplex viene
allontanato dal miRISC e rapidamente degradato (d); il miRNA rimasto all’interno del miRISC & il miRNA maturo,
ovvero quello in grado di regolare I’espressione dei suoi mMRNA bersaglio (g).

Il controllo negativo dell’espressione genica da parte del complesso miRISC-microRNA maturo
avviene a livello post-trascrizionale secondo due modalita di azione: la degradazione dell’mRNA
bersaglio o I’inibizione della sua traduzione. La scelta dell’uno o dell’altro meccanismo di
silenziamento genico dipende dal grado di complementarita dell’appaiamento tra la regione dei
primi 6-8 nt al 5° del microRNA, detta “sequenza seme” (seed sequence), e la regione 3’UTR del
messaggero bersaglio: I’appaiamento imperfetto, dovuto ad una ridotta omologia di sequenza tra
i due RNA, porta generalmente alla sola repressione traduzionale dell’'mRNA bersaglio senza
degradazione, mentre I’appaiamento perfetto, che si osserva quasi esclusivamente nei microRNA
delle piante, stimola il taglio del messaggero dal parte del complesso miRISC con conseguente
degradazione dell’mRNA bersaglio (Ambros, 2004).

4.1 MICRORNA COME POSSIBILI BIOMARCATORI TUMORALI
I microRNA, sin dalla loro scoperta, risultano essere la famiglia di molecole biologiche su cui
maggiormente si e focalizzata I’attenzione dei ricercatori. Una recente ricerca, infatti, dimostra

che su PubMed i miRNA sono citati da piu di 34.000 articoli scientifici. Alla base di questo
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grande interesse ci sono le numerose evidenze sperimentali che dimostrano che questi piccoli
RNA non codificanti subiscono una globale alterazione del loro “pattern” di espressione in
molteplici patologie umane, compreso il cancro (Croce et al., 2009; Nana-Sinkam et al., 2013).
Infatti, & stato dimostrato che attraverso la loro capacita’ di inibire I’espressione di
decine/centinaia di geni, i mMIRNA possono regolare le funzioni biologiche basilari e i
“pathways” essenziali per lo sviluppo e la progressione tumorale (Croce et al., 2009). Questo, in
aggiunta al fatto che sono molecole molto conservate tra le specie, rende i miRNA dei candidati
ideali da impiegare nella terapia dei tumori. Infatti, i miRNA regolano pit di un terzo dell’intero
genoma umano e considerando il complesso “landscape” della biologia dei tumori, la
fondamentale importanza dell’impiego di questi RNA non codificanti nella stratificazione della
patologia ed, eventualmente, nella terapia risulta ancora piu chiaro. Inoltre, la globale alterazione
dell’espressione dei miRNA alla base dell’insorgenza della trasformazione neoplastica mette in
luce anche la possibilita di utilizzare i miRNA come biomarcatori di ultima generazione nella
diagnosi precoce dei tumori. Sebbene la ricerca di biomarcatori tissutali sia utile ai fini della
diagnosi della malattia, tuttavia, la ricerca di biomarcatori non-invasivi da utilizzare per la
diagnosi precoce del cancro attrae sempre piu’ I’interesse dei ricercatori, poiché non sempre €
possibile ottenere una biopsia tumorale. A questo scopo si stanno attuando nuove tecnologie per
la ricerca di specifici fattori circolanti fra cui i miRNA (Mitchell et al., 2008). La deregolazione
dei miRNA circolanti & stata descritta in molteplici tipi di cancro, compreso quello al seno
(Schooneveld et al., 2012).

4.1.1 Deregolata espressione di miRNA oncogeni ed oncosoppressori nel carcinoma
mammario

Studi di profili di espressione hanno evidenziato un’espressione aberrante di diversi miRNA nel
carcinoma mammario (Christodoulatos et al., 2014). Inoltre, questa espressione deregolata di
alcuni miRNA e stata associata alla classificazione del tumore, lo stadio e la prognosi. Come in
altri tipi di tumore, alla base della conessione tra I’espressione aberrante di alcuni miRNA
alterati e lo sviluppo del tumore al seno cosi come la formazione di metastasi si colloca la ridotta
espressione di miRNA oncosoppressori, come la famiglia let-7, miR-7, -30a,- 31, -34a, -125, -
200, -203, -205, -206, -342 o I’ iperespressione di miRNA oncogenici, comunemente denominati
oncomiRNA, come miR-10b, -21, -135 bis, -155, -221, -222, -224, -373, e miR-520c (O’Day et
al., 2010; Tang et al., 2012). Analogamente il processo di metastatizzazione puo essere facilitato
da una maggiore espressione di miRNA pro-metastatici (miR-224, -135, -375, -182, -183) e/o
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essere inibito dalla ridotta espressione di quei miRNA che svolgono un’azione antimetastatica
(miR-203, -30a, -335, -126,-125) (O’Day et al., 2010; Christodoulatos et al., 2014).

La figura 9 mostra i miRNA piu importanti in qualita di oncogeni o oncosoppressori tumorali nel
carcinoma mammario. Per esempio, in biopsie di tumore al seno si osserva un’aumentata
espressione di miR-21 associata ad uno stadio clinico avanzato con linfonodi positivi e correlata
a prognosi infausta (Christodoulatos et al., 2014). Un altro esempio di un miRNA
potenzialmente associato alla progressione del tumore al seno é il miR-155. Infatti, la sua
iperespressione correla con un grado avanzato di malattia caratterizzato dalla mancata
espressione dei recettori per gli estrogeni, invasione dei linfonodi, metastasi e prognosi infausta
(Christodoulatos et al., 2014).

miR-31
miR-343
miR-125
miR-126

Figura 9. Deregolazione dei miRNA nella patogenesi del cancro al seno. I miRNA oncosoppressori che
inibiscono I’espressione di putativi oncogeni, sono ipoespressi nel cancro al seno (freccia rossa). I miRNA
oncogenici che inibiscono I’espressione di putativi oncosoppressori, sono iperespressi nel cancro al seno (freccia
verde). Entrambi i meccanismi portano ad espressione genica aberrante che svolge un ruolo significativo nella
patogenesi del cancro al seno.

Per quanto riguarda i miRNA oncosoppressori, diversi studi evidenziano una minore espressione
di alcuni miRNA fra cui miR-30a, 31, 34a, 126, la famiglia dei miR-200, 205 ed il cluster let-7c,
miR-99a e 125b nel cancro al seno (Christodoulatos et al., 2014).

4.1.2 La famiglia dei miRNA let-7 La famiglia di miRNA let-7, spesso presente in copie
multiple nel genoma, & molto conservata nelle specie animali (Lee et al., 1993; O’Day et al.,

2010). Le diverse isoforme della famiglia (distinte grazie ad una lettera dopo il termine comune
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“let-7") differiscono leggermente tra loro nella sequenza del miRNA maturo; un numero posto
alla fine del nome pud indicare che la stessa sequenza é presente in copie multiple nel genoma.
Mentre nel topo esistono 14 membri differenti della famiglia let-7, nell’'uomo esistono dieci
sequenze mature di let-7 e tredici loci genici (Peter et al., 2009; Boyerinas et al., 2010; Kumar et
al., 2011). La ridotta espressione di vari membri della famiglia let-7 é stata associata a molti
tumori umani (Bissing et al., 2008) ed alle cellule staminali tumorali (Yu et al., 2007),
suggerendo un ruolo di questi microRNA come oncosoppressori nei tumori umani. In particolare,
I’espressione dei microRNA let-7 e stata trovata ridotta in linee cellulari e tessuti primari di
carcinoma polmonare a cellule non piccole (Takamizawa et al., 2004; Johnson et al., 2007) e in
pazienti affetti da carcinoma polmonare, & associata a cattiva prognosi (Takamizawa et al.,
2004). Questi dati sono in accordo con I’osservazione che diversi membri della famiglia let-7
mappano su siti cromosomici frequentemente deleti nei tumori polmonari (Calin et al., 2004).
Potenziali meccanismi molecolari di una funzione oncosoppressoria dei microRNA let-7
emergono da diversi studi, nei quali e stato riportato che let-7 regola numerosi oncogeni. Ad
esempio, é stato dimostrato che K-RAS e N-RAS sono bersagli molecolari di let-7, suggerendo
che questi microRNA possano funzionare da oncosoppressori nei carcinomi polmonari in vivo
riducendo I’espressione di RAS (Johnson et al., 2005). Un altro bersaglio molecolare di let-7 ¢
I’oncogene MYC (myelocytomatosis), sebbene la rilevanza in vivo di questa interazione debba
essere ancora completamente chiarita (Leucci et al., 2008). Il cluster altamente conservato del
let-7a, let-7d e let-7f puo essere coinvolto nei linfomi a cellule B, poiché sembra essere regolato
direttamente dall’oncogene v-myc (myelocytomatosis oncogene viral homologue). E stato
dimostrato che let-7a reprime I’espressione di MYC nel linfoma di Burkitt, suggerendo
I’esistenza di un circuito a “feedback” negativo (Sampson et al., 2007; Chang et al., 2008).

Altri bersagli diretti dei miRNA let-7, che supportano la potenziale rilevanza di questa famiglia
di miRNA nel controllo del ciclo cellulare in cellule tumorali, sono la fosfatasi CDC25a, la
chinasi ciclina-dipendente CDKG® e la ciclina D1, regolatori fondamentali della progressione del
ciclo cellulare (Johnson et al., 2007; Schultz et al., 2008). Nonostante la ridotta espressione dei
membri della famiglia let-7 sia stata generalmente associata ad un aumento della capacita
trasformante, alcuni dati contrastanti, derivati da studi effettuati su diversi tipi di cancro,
suggeriscono che la funzione della famiglia let-7 non sia ancora completamente chiarita e che i
singoli membri della famiglia let-7 possano avere ruoli distinti. E possibile, infatti, che i 13 loci
genici di let-7 nell’'uomo svolgano diverse funzioni nei vari tessuti, ma potrebbero avere
differenti funzioni anche all’interno della stessa cellula. Alcuni lavori riportano che in diversi

tumori alcune isoforme di let-7 sono iper-espresse mentre altre sono delete (Guled et al., 2009).
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Comunque, numerosi studi hanno dimostrato che let-7 & spesso assente nelle cellule meno
differenziate caratterizzate da un fenotipo mesenchimale e rappresentative di uno stadio tumorale
piu avanzato (Shell et al., 2007). In accordo con questo, cellule maggiormente differenziate
presentano livelli d’espressione di let-7 piu elevati e mostrano un fenotipo epiteliale ed uno
stadio tumorale meno avanzato. Studi in vivo hanno dimostrato che la somministrazione di let-7
e efficace contro i tumori del polmone e della mammella (Trang et al., 2011). Inoltre, analisi
computazionali suggeriscono che let-7 potrebbe essere anche efficace nella terapia dei carcinomi
metastatici mammari ER-positivi (Barh et al., 2010).

Studi di espressione di let-7 in cellule di carcinoma mammario hanno dimostrato che let-7-f1 e
espresso in piu linee di cellule tumorali (Jiang et al., 2005). Ulteriori ricerche hanno dimostrato il
ruolo di let-7 nel differenziamento delle “Breast Tumor-Initiating Cell” (BT-1C). In particolare, &
stato dimostrata una ridotta espressione di let-7 in BT-IC, mentre I’ aumento dei suoi livelli di
espressione correla con il differenziamento (Yu et al., 2007). La somministrazione di let-7 in BT-
IC, inoltre, determina in vivo, una riduzione della proliferazione cellulare e della capacita di
invasione. Questi dati suggeriscono che let-7 infuenzi la capacita di auto-rinnovamento delle
cellule tumorali, quindi una terapia tumorale, in pazienti con cancro al seno, attraverso
“targeting” di let-7 potrebbe essere potenzialmente utile e/o servire come nuovo trattamento.
Alcuni autori hanno proposto un ruolo per let-7 anche nel processo metastatico del tumore
mammario (Dangi-Garimella et al., 2009). Questo studio ha dimostrato le varie vie di
segnalazione attraverso cui let-7 regola l'azione repressiva della RKIP (Raf proteina chinasica
inibitoria) durante il processo di metastatizzazione di cellule tumorali mammarie (Dangi-
Garimella et al., 2009 ). RKIP & un gene con capacita oncosoppressive ed ¢ stato dimostrato che
e in grado di inibire MAPK (G protein-coupled receptor kinase-2) e la cascata di segnale NF-kB
(“nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”) nei tumori mammari (Hagan et
al., 2005; Baselga et al., 2009). Pertanto, questi dati ci suggeriscono una possibile riduzione
d’espressione di let-7 in linee cellulari invasive. In accordo con cio, in modelli murini di
carcinoma mammario, RKIP inibisce l'invasione metastatica e reprime la capacita cellulare di
colonizzare nuovi tessuti. Inoltre, I’inibizione di MAPK comporta una riduzione della
trascrizione di LIN28, con conseguente downregolazione dei “target” di let-7. | bersagli di let-7
sono meccanicisticamente legati alla metastatizzazione dei carcinomi, e quindi la loro
downregolazione migliora il processo attraverso il quale RKIP esercita la sua capacita
oncosoppressoria (Zhao et al., 2011) La famiglia dei miRNA let-7 e anche regolata
negativamente in cellule tumorali mammarie allo stadio di carcinoma duttale in situ (DCIS) e di

carcinoma duttale invasivo (IDC). Un’iperespressione dei membri della famiglia let-7 in cellule
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ER-positive determina una ridotta attivita ER- a, una ridotta proliferazione cellulare e induzione
dei fenomeni apoptotici.

Da quanto sopra detto i membri di questa famiglia di miRNA potrebbero svolgere un importante
ruolo terapeutico nella patogenesi del cancro. Tuttavia, il meccanismo di de-regolazione di let-7
ed il suo ruolo nella tumorigenesi non € stato ancora completamente chiarito. Ulteriori studi sui
meccanismi molecolari responsabili dell’attivita di let-7 nei tumori, ed in particolare nel tumore
mammario, potrebbero rendere questi miR dei candidati ideali per nuove applicazioni

terapeutiche.

4.1.3 Il cluster let-7c-99a 125b

Il cluster oggetto del presente studio € situato nel sesto introne del gene non-codificante proteine
LINCO00478 che mappa sul cromosoma 21 (figura 10). Let-7c e miR-99a sono localizzati a circa
650 bp uno dall’altro mentre miR-125b-2 & circa 50 kb a valle. Sebbene la distanza (50 kb) &
maggiore della distanza standard per un cluster, I’analisi di vari genomi mostra che questa
regione € molto conservata nella sua organizzazione e pertanto € da considerarsi un cluster
(figura 10).

Host gene LINC00478
(4]
—>  miR%%2  [let7c miR-125b-2
2 m ? i e E
Chr.21 Z LEJ 77
< o > <€ > €—> <€ < >
467 Kb 1,5 Kb 0,7 Kb 50 Kb

Figura 10: Organizzazione del cluster di let-7c e putativi TSS. Il cluster miR-99a -let-7c-miR125b-2 ¢ localizzato
nel gene ospite LINC00478 situato sul cromosoma 21. [1] indica il TSS del gene ospite. [2], [3] e [4] indicano le
posizioni dei putativi TSS descritte rispettivamente da Ozsolak et al. (2008), Corcoran et al. (2009) e Monteys et al.
(2010).

Recentemente ¢ stato descritto che I’espressione dei membri del cluster let-7c, miR-99a e miR-
125b diminuisce durante la progressione del carcinoma mammario ER-negativo. In dati derivati
da un'ampia coorte di tumori mammari primari, I’espressione di questi miRNA diminiusce in
maniera uniforme nei tumori di tipo luminal B. In maniera significativa questo non avviene nei
tumori ER-positivi, caratterizzati da una prognosi favorevole, cioé il sottotipo tumorale luminal
A. Questi dati suggeriscono che I’andamento della malattia potrebbe essere direttamente
collegato all’espressione di proteine bersaglio di questi miRNA. Infatti, sia let-7c che miR125
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regolano l'espressione di HER2. In accordo con questo, utilizzando i dati derivati dal data set
“Breast Invasive Carcinoma” nel “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) é stato possibile
dimostrare che esiste una significativa correlazione negativa tra I’espressione di let-7c e

I'espressione della proteina HER2 (Bailey et al., 2014).

414 miR 99a

Il miRNA 99a viene considerato un miRNA oncosoppressore data la sua ridotta espressione in
molteplici tipi di tumore. Per quanto rigurada il tumore mammario, esperimenti in vivo hanno
dimostrato il suo coinvolgimento nell’inibizione della transizione epitelio mesenchima (EMT),
mediata dal TGF-B, durante lo sviluppo della ghiandola mammaria (Turcatel et al., 2012).
Inoltre, lo studio condotto da Hu e colleghi (2014) ha sottolineato il ruolo anti-oncogenico del
miR-99a nel tumore al seno. In particolare, i loro esperimenti sono stati condotti su biopsie
mammarie derivate da pazienti. | loro risultati hanno dimostrato che il livello di espressione del
miR-99a risulta significativamente ridotto rispetto ai controlli (tessuti mammari sani). E stato
evidenziato che la chinasi mTOR (“mammalian target of rapamycin”) costituisce il diretto
bersaglio molcolare del miR-99a, e [I’espressione dei fattori a valle di mTOR viene
significativamente ridotta in seguito ad un aumentata espressione di questo miR. Questa chinasi
e coinvolta in molpelici processi cellulari come la proliferazione, la motilita e la sopravvivenza
delle cellule, ma anche nella sintesi proteica e la trascrizione. Da cio, emerge dunque, che il miR-
99a potrebbe essere utilizzato come potenziale agente terapeutico nella cura del tumore al seno
(Hu et al., 2014).

4.1.5 miR-125a e miR-125b

L’alterata espressione del miR-125 ¢ stata osservata in diversi tumori, tra cui il cancro al seno
(Shi et al., 2007; Zhang et al., 2009). Nell’'uomo il miR-125 presenta due isoforme: miR-125a e -
125h. Entrambe queste isoforme sono ipoespresse in pazienti affetti da carcinoma mammario. 1l
miR-125b, riconoscendo una sequenza specifica nel 3’ UTR, inibisce I’espressione sia di HER2
che di HER3 (Mattie et al., 2006; Scott et al., 2007). Questo doppio bersaglio riflette appieno il
suo ruolo oncosoppressivo in molteplici tipi di tumori HER2 dipendenti, compreso il carcinoma
mammario. Nelle forme invasive di carcinoma mammario, di cancro ovarico, di tumore alla
tiroide e di epatocarcinoma miR-125b risulta significativamente ipoespresso e cio’ spesso correla
con una prognosi infausta e con la comparsa di linfonodi e metastasi (Visone R et al., 2007; Li W
et al., 2008; Nam et al., 2008). Per quanto riguarda il miR-125a é stato dimostrato che in linee

cellulari di carcinoma mammario I’espressione di questo miRNA é inversamente correlata
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all’espressione di HUR (“human antigen R”), una proteina legante RNA (RBP) generalmente
iperespressa nei tumori. Il miR-125a reprime la traduzione di HuR attraverso il legame con il suo
3’UTR. L’espressione ectopica del miR-125a determina ridotti livelli della proteina HuR,
reprimendo la sua traduzione attraverso il legame con il suo 3’UTR, con conseguente inibizione
della proliferazione e migrazione cellulare. Questi risultati suggeriscono che il miR-125a
potrebbe funzionare nel carcinoma mammario come oncosoppressore utilizzando come diretto e

funzionale bersaglio HUR (Guo et al., 2009).

OBIETTIVI DEL LAVORO

Nel laboratorio presso cui ¢ stata svolta questa ricerca € stato ingegnerizzato un modello murino
(MITO-Luc), in cui é possibile visualizzare eventi di proliferazione attraverso la tecnica non
invasiva del Bio-Luminescence-lmaging (BLI). Poiche una proliferazione deregolata ed
aberrante € alla base dello sviluppo della maggior parte dei tumori, il principale obbiettivo di
questo lavoro é stato quello di identificare stadi precoci dello sviluppo tumorale. Per raggiungere
questo scopo abbiamo utilizzato il modello murino MITO-Luc incrociato con un modello
geneticamente modificato che sviluppa tumore alla mammella; MMTV-NeuT (Boggio et al.,
1998). Grazie all’impiego di questo modello & stato infatti possibile visualizzare I’evoluzione
temporale del tumore mammario nell’ambito dell’intero animale sin dagli stadi precoci della
malattia. Sorprendentemente, dal monitoraggio degli animali effettuato dalla 7¢ fino alla 18°
settimana di vita non e stato possibile mettere in evidenza un aumento di
luminescenza/proliferazione a livello delle mammelle nemmeno alle settimane in cui il tumore
era palpabile. Al contrario, pero, i dati da noi derivati in seguito alle sedute di “imaging”
indicano che durante la progressione tumorale, dalla 7% alla 18® settimana di vita, & possibile
evidenziare in precisi momenti temporali un aumento di luminescenza/proliferazione sistemica
in particolare in corrispondenza dei femori e della milza dell’animale. Questo aumento di
luminescenza/proliferazione sistemica é dovuto alle cellule della linea mieloide.

Un secondo obiettivo é stato quello di caratterizzare alterazioni geniche associate con gli stadi
precoci della progressione tumorale mammaria al fine di capire se una o piu di queste alterazioni
possano essere utili come biomarcatori precoci di malattia. Pertanto, nel nostro studio abbiamo
valutato nel tessuto mammario trasformato e non, i livelli di espressione di specifici mMIRNA
oncosoppressori, in corrispondenza dei momenti della vita dell’animale in cui si osservava un

incremento dell’indice di proliferazione sistemica.

Pag. 29



MATERIALI E METODI

Condizioni di stabulazione degli animali

Tutti gli esperimenti in vivo eseguiti in questo lavoro di tesi sono stati condotti presso lo
Stabilimento Allevatore Fornitore Utilizzatore (SAFU) dell’Istituto Regina Elena di Roma. Per
ottenere un ambiente che rispetti le necessita fisiologiche degli animali sono stati osservati i
seguenti parametri

-~ Temperatura 20°C = 4°C

—  Umidita relativa 55% * 10 %

—  Hluminazione cicli luce/buio 10/14

- Ventilazione 8-10 ricambi d’aria/ora

La stabulazione di animali &€ avvenuta in gabbie, rispettando i parametri relativi al rapporto
superficie della gabbia/peso dell’animale. | topi sono stati alloggiati all’interno di gabbie di
materiale plastico con lettiera costituita da segatura con requisiti di legge e con potere assorbente
per urina e deiezioni. Gli animali sono stati tenuti, in relazione a quanto prescritto per legge, in
numero non superiore a sei per gabbie di dimensioni di 370 cm? e alte 12 cm. Gli animali hanno
avuto libero accesso all’acqua e sono stati alimentati con una dieta a base di pellett “ad libitum”.

Accoppiamento degli animali

Sono stati effettuati incroci utilizzando topi MITO-Luc del ceppo FVB, eterozigoti per I’allele
MITO e topi MMTV-NeuT del ceppo FVB eterrozigoti per I'allele NeuT. La progenie
eterozigote della generazione F1 é stata ulteriormente reincrociata per ottenere, alla generazione
successiva F2, sia topi MITO/NeuT negativi che MITO/NeuT positivi. Un maschio & stato
accoppiato con due femmine. In questo modo, si sfruttano al massimo gli estri “postpartum”,
ottenendo un elevato numero di nidiate.

Genotipizzazione degli animali

La genotipizzazione degli animali e stata effettuata mediante PCR sul DNA genomico
proveniente dalle code. In breve, sono state prelevate biopsie caudali ed incubate “over night” a
53° con 28,6ul di proteinasi K concentrata 20mg/ml e 500ul di Tail Solution composta da TRIS
HCI 50mM pH 8, EDTA 100mM, NaCl 100mM ed SDS all’1%. Per I’estrazione del DNA
genomico é stato agiunti Fenolo Cloroformio (500ul), e centrifugato per 10 minuti a temperatura
ambiente alla velocita di 13.000 rpm. Il surnatante é stato trasferito all’interno di tubi puliti. La
precipitazione di DNA é stata eseguita aggiungendo 50ul di sodio acetato (C3H,NaO;) 3M a pH
5,6 € 350ul di isopropanolo. I campioni sono stati poi centrifugati a 4°C alla velocita di 13.000
rpm per 45 minuti. Una volta aspirato il surnatante & stato eseguito il lavaggio in 500ul di
etanolo (C,HsO) al 70% e la centrifugazione a 4°C per 30 minuti. Il surnatante e stato
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nuovamente eliminato mediante aspirazione e il pellett di DNA formatosi e stato lasciato ad
asciugare a temperatura ambiente per poi essere risospeso in 300ul di H,O MilliQ autoclavata. 11
DNA cosi ottenuto e stato utilizzo per la genotipizzazione, effettuata mediante PCR classica,
servendoci degli oligonucleotidi specifici per il trans-gene MITO:

FW: GGCGTCTTCCATTTTACCAACAGTACCGG

RW TGTAGACAAGGAAACAACAAAGCCTGGTGGCC;
e per il trans-gene Neu:

FW: ATCGGTGATGTCGGCGATAT

RW: GTAACACAGGCAGATGTAGG

Imaging BioLuminescente (BLI)-in vivo ed ex vivo

Principio della tecnica L’“imaging” con bioluminescenza e un sistema reporter basato su una
reazione enzimatica catalizzata dalla proteina luciferasi, enzima che genera luce nel campo del
visibile ossidando il proprio substrato, la D-luciferina, ad ossiluciferina, in sistemi viventi
(Sadikot et al., 2008). In natura esistono vari sistemi bioluminescenti ognuno caratterizzato da
uno specifico sistema enzimatico. Il sistema bioluminescente piu usato in ricerca scientifica € la
luciferasi della lucciola del Nord America (Photinus pyralis; FLuc), ma sono state identificati
diversi cloni di luciferasi dalle meduse (Aequorea), dalla sea pansy (Renilla), dai coralli
(Tenilla), dall’elaterio (Pyrophorus plagiophtalamus) e da vari batteri come Vibrio fischeri e V.
harveyi. La luciferasi & un proteina marcatore eccellente per l'espressione genica perché manca
di modificazioni posttraduzionali ed ha un tempo di dimezzamento (t1/2) in vivo di circa 3 ore.
La luce emessa dalla reazione luciferasi/luciferina € ad ampio spettro (530-640nm) con il picco
di emissione a 562nm. Questo spettro di emissione, accoppiato alla proprieta ottiche dei tessuti,
permette alla luce di penetrare attraverso diversi centimetri di tessuto. E cosi possibile rilevare
luce emessa da organi interni di piccoli mammiferi che esprimono la luciferasi come gene
reporter. | fotoni vengono rilevati da speciali camere CCD (“charge coupled device) che
convertono i fotoni in elettroni. La CCD camera codifica spazialmente Il'intensita dei fotoni
incidenti in pattern di carica elettrica per generare un’immagine. Queste camere sono comandate
da un computer per l'acquisizione dell'immagine e per l'analisi. La reazione catalizzata dalla
luciferasi € una complessa interazione tra ATP, ossigeno e luciferina (substrato esogeno). Poiché
e necessaria la presenza dell’ ATP, la reazione avviene solo nelle cellule metabolicamente attive,
che contengono la luciferasi. L’intensita del segnale luminoso dipende da vari fattori, come il
livello di espressione della luciferasi, la concentrazione del substrato, la lunghezza d’onda della

luce generata, la sensibilita del sistema di rilevazione e la localizzazione delle cellule marcate
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all'interno dell’organismo. In generale I’intensita del segnale decresce di circa 10 volte per ogni
centimetro di tessuto attraversato.

Procedura sperimentale La procedura consiste nella sedazione (somministrazione via
intramuscolo con una miscela di Zoletil/Xilor alla concentrazione di 2mg/kg) del topo e la
somministrazione per via intraperitoneale di D-luciferina (75mg/kg). La sedazione dell’animale &
richiesta al solo fine di poter effettuare I’analisi limitando la motilita del topo per il tempo
strettamente necessario all’acquisizione dell’immagine (a seconda dell’intensita del segnale da 1
a 5 minuti per analisi). Il sale sodico di D-lucifernina non é tossico né irritante e viene risospeso
in PBS. Il topo viene quindi posto nella camera termostatata a 37°C dello strumento di
“Imaging” dove viene lasciato per il tempo strettamente necessario all’analisi. L’animale & quindi
riposto nella gabbia e controllato a vista fino a quando non si risveglia dall’anestesia. La
procedura & minimamente invasiva. Al termine della procedura sperimentale solo alcuni animali
verranno sacrificati e gli organi prelevati per la successiva analisi istologica. La procedura
sperimentale seguita per effettuare I'imaging ex vivo, consiste nel trasferimento dell’organo
appena prelevato all’interno di una Dish da 10cm. Quest’ultima viene riempita con D-luciferina
e PBS e inserita all’interno della macchina, dove viene sottoposta ad una seduta di “imaging” di
5 minuti. Tutte le tecniche di imaging in vivo ed ex vivo presentate in questo lavoro sono state
effettuate grazie all’utilizzo del sistema IVIS Lumina Il CCD camera in dotazione presso il
SAFU. | dati sono stati analizzati grazie al software Living Image 2.20 (Caliper Life Sciences).
Iniezione intraperitoneale L’animale durante I’iniezione, effettuata tramite I’inserimento dell’ago
nell’addome, parallelamente alla linea della zampa e lateralmente alla linea mediana, é tenuto
con la testa rivolta verso il basso in modo da permettere I’allontanamento delle anse intestinali
dal punto di iniezione, precludendo la possibilita di iniezioni nel tratto gastrointestinale. L’ago,
introdotto per 2-3mm di profondita, deve avere una inclinazione di 45° rispetto alla cute. Tale
inclinazione permette di perforare lo strato cutaneo e lo strato muscolare in punti non contigui tra
loro, precludendo fuoriuscite di materiale al momento dell’estrazione dell’ago.

Prelievo di sangue e preparazione di siero

Per il prelievo di sangue gli animali sono stati anestetizzati con somministrazione intramuscolare
di una miscela di Zoletil/Xilor 2 mg/kg. Il sangue e stato prelevato in sede retro-orbitale in
quantita’ conforme alle linee guida e dopo un’ora dal prelievo, il sangue ¢ stato centrifugato a
temperatura ambiente per 5’ alla velocita di 5000rpm. Il surnatante & stato nuovamente
centrifugo per 6’ alle stesse condizioni al fine di rimuovere eventuali residui. Il siero cosi
ottenuto é stato suddiviso in aliquote e immediatamente congelate in azoto liquido e conservate a
-80 °C.
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Autopsie

Quando necessario, gli animali sono stati sacrificati mediante dislocazione cervicale. Dopo il
sacrificio, gli organi sono stati prelevati e congelati rapidamente in azoto liquido e conservati a -
80 °C.

Prepazione del pellet cellulare da midollo osseo

Per isolare il midollo osseo, i femori sono stati raccolti dopo autopsia. Dopo aver eliminato la
pelle e i muscoli, le ossa sono state tagliate perpendicolarmente alla loro lunghezza in
corrispondenza delle estremita’ fino alla comparsa del midollo osseo identificabile perche rosso.
Utilizzando una siringa con un ago del diametro di 0,50 x 16mm, 1ml di terreno per culture
cellulari (DMEM completo) € stato fatto percolare attraverso tutta la lunghezza dell’osso. Il
liquido fuoriuscito € stato raccolto in terreno DMEM completo e mantenuto in ghiaccio. 1l
midollo osseo cosi’ raccolto € stato centrifugato per 5’ a 1100rpm. Previa aspirazione del
surnatante, il pellett & stato messo in ghiaccio, aggiunto 1ml di NH4,CL-Tris a pH 7,4 ed incubato
in ghiaccio per 5°. Sono stati aggiunti 5ml di PBS ed é stato centrifugato per 5” a 1100rpm. Una
volta aspirato il PBS, il pellett é stato congelato rapidamente in azoto liquido ed é stato poi
conservato a -80 °C.

Gli esperimenti in vivo eseguiti in questo lavoro di tesi sono stati condotti in conformita
della legge Italiana DL 116/92 e in accordo con i principi delle “Guidelines for Care and
Use of Experimental Animals”.

Prelievi e separazione cellulare

Splenectomie. Durante anestesia, la cavita addominale dei topi € stata aperta ed i vasi splenici
sono stati cauterizzati. La milza € stata quindi rimossa e immersa in una soluzione di PBS
freddo. E’ stata preparata una singola sospensione cellulare, passata attraverso un filtro di 70 uM
e dopo successive centrifugate e raccolte del surnatante é stato posta la sospensione cellulare con
la soluzione di lisi FCM a temperatura ambiente (Santa Cruz Biotechnology).

Midollo osseo. Le tibie ed i femori di topi sono state rimosse utilizzando tecniche sterili ed il
midollo osseo ¢ stato fatto percolare attraverso tutta la lunghezza dell’o0sso. | globuli rossi sono
stati lisati con una soluzione di cloruro di ammonio.

Sangue periferico Durante I’anestesia e stato effettuato il prelievo di sangue in sede retro-
orbitale in quantita’ conforme alle linee guida e raccolto in una provetta eparinizzata. Poi € stato
posto in soluzione (Santa Cruz Biotechnology) per la lisi delle cellule del sangue prima della

colorazione con anticorpi.
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Analisi citofluorimetrica.

Durante il saggio di proliferazione in vivo i topi sono stati iniettati i.p. con BrdU (7,2 mg/kg,
Sigma) 2h prima dell’analisi. Gli animali sono stati sacrificati e sono state isolate le cellule del
midollo osseo, gli splenociti e le cellule del sangue periferico; queste cellule sono state marcate
con anticorpi antiCD11b e successivamente si & effettuata la marcatura BrdU con un Kit
commerciale (BD Bioscence).

Estrazione di RNA da tessuto

Per I’estrazione dell’RNA totale da tessuto mammario € stato utilizzato il metodo che impiega il
reagente Trizol (Trizol® Reagent, GibcoBRL). Questo reagente € una soluzione monofasica di
fenolo e guanidina isotiocianato, che durante I’omogeneizzazione o la lisi del campione mantiene
I’integrita dell’RNA, mentre distrugge la cellula e dissolve i suoi componenti. Ogni biopsia
tissutale viene risospesa in 1ml di Trizol e omogeneizzata co lo stumento Ultra-Turrax T25
(IKA®-Laborteknik). 1l campione & incubato per 5’ a temperatura ambiente per permettere la
completa dissociazione dei complessi nucleoproteici; sono poi aggiunti 0,2ml di cloroformio
(CHCIy), agitato vigorosamente il campione per 15 e incubato a temperatura ambiente per 2-3’.
Il campione e quindi centrifugato a 14000rpm per 15° a +4°C. L’aggiunta del cloroformio,
seguita dalla centrifugazione, separa la soluzione ottenuta in una fase acquosa e in una fase
organica; I’'RNA rimane esclusivamente nella fase acquosa. L’RNA viene precipitato
aggiungendo un volume di isopropanolo nella proporzione di 1:1 Il campione ¢ incubato per 10
a temperatura ambiente, ed in seguito centrifugato a 14000rpm per 20° a +4°C. L’'RNA
depositato sul fondo della provetta e lavato in etanolo al 75% e centrifugato a +4°C per 5’ alla
velocita di 9.000rpm. Terminata la centrifuga, si elimina il surnatante e si lascia asciugare il
pellet a temperatura ambiente per circa 10°. Una volta essiccato, il pellet viene risospeso in H,O
bidistillata e sterile.

Una volta estratto I’'RNA, gli viene controllata la quantita e la qualita. La quantitd mediante
dosaggio allo spettrofotometro (Nanodrop), il quale fornisce una stima della concentrazione
dell’RNA ottenuto in ng/pul, ma da anche informazioni importanti riguardo la qualita del nostro
RNA, indicando i valori dei rapporti a 260/280 nanometri (che deve essere circa 2,0) e a 260/230
nanometri (che deve essere superiore a 1,3). Tali valori sono un buon indice di misura della
contaminazione del’RNA da proteine e da molecole come gli alcoli rispettivamente,
rappresentando percio una stima della sua purezza.

Preparazione del cDNA

Nell’esperimento di retrotrascrizione dei miRNA maturi ’RNA & sottoposto a trascrizione

inversa utilizzando oligonucleotidi (looped RT primer) specifici per ogni singolo miRNA e con

Pag. 34



una coda a forcina complementare al oligonucleotide impiegato nella successiva real-time PCR.
Il cDNA viene sintetizzato da 25ng di RNA totale mediante la strategia prevista dal TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), secondo il
protocollo sperimentale del produttore.

La mix di reazione del kit TagMan microRNA assay dell’ Applied Biosystems e cosi composta:

—  dNTP mix (100mM) 0,075ul
- Multiscribe™ RT (50U/ul) 0,5ul
- 10X RT Buffer 0,75ul

-~ RNase inhibitor (20U/ul)  0,095ul

alla quale sono stati aggiunti: 1,5uL di oligonucleotidi specifici per il miR let-7c, 99a, 125b e lo
“small nucleolar RNA” (snRNA) U6 (RNU6), usato come normalizzatore interno ed acqua
RNasi-free fino al volume finale di 8uL. La mix di reazione ¢ stata incubata 5’ in ghiaccio, poi
30’a 16°C, 30"a42°C,e5’a 85°C

Real-Time PCR (QRT-PCR)

Principio della tecnica Similmente alle reazioni della tradizionale PCR, la Real-Time si basa
sull’impiego di un enzima, la Tagq Polimerasi, che catalizza la reazione di amplificazione di una
particolare sequenza di DNA a partire da sequenze di innesco specifiche. Nel caso della Real-
Time pero, ad ogni ciclo, i prodotti di PCR accumulati vengono monitorati tramite I’impiego di
fluorocromi la cui emissione di fluorescenza & proporzionale alla quantita di amplificato
accumulato per ciascun campione. | metodi comuni di quantificazione includono l'uso delle
molecole in grado di emettere un segnale di fluorescenza solo quando si intercalano con il DNA
doppio-filamento (SYBR green 1), oppure sequenze di innesco chimicamente modificate capaci
di emettere fluorescenza una volta ibridate col DNA (sonde FAM, sonde VIC). Lo strumento di
analisi della real time PCR include una macchina di PCR, una lampada che emette luce bianca
per I’eccitazione dei campioni, una CCD camera in grado di detectare il segnale di emissione per
ciascun campione a ciascun ciclo di amplificazione, un software in grado di elaborare i dati
ottenuti producendo come risultato una curva di amplificazione. La curva di amplificazione, di
andamento sinusoidale, rappresenta I’andamento per ciascun campione del segnale di
fluorescenza relativo ad ogni cilo di PCR.

La PCR pu0 essere suddivisa in quattro fasi principali

fase iniziale lineare (primi 10-15 cicli): la PCR e cominciata e I’emissione della fluorescenza non

supera ancora il “background” o linea base.
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fase esponenziale: ad ogni ciclo (assumendo un’efficienza di reazione del 100%) la quantita del
prodotto di PCR raddoppia. A questo punto la reazione & altamente specifica e la
fluorescenza emessa supera il livello di base

fase logaritmica: i componenti di reazione si vanno esaurendo e la reazione rallenta

fase di “plateau”: la mancanza dei componenti diventa un fattore limitante per il proseguimento
della reazione e I’intensita della fluorescenza non & piu utile per I’analisi dei dati.

Le misurazioni che servono per il calcolo delle quantita di prodotto, vengono effettuate a livello

della fase esponenziale.

Quando si analizza un grafico di amplificazione di Real-Time PCR, bisogna tener conto di tre

parametri importanti: a) la linea base della fluorescenza (“baseline”), che corrisponde

all’intervallo dei primi cicli di dove il segnale di fluorescenza non e rilevabile e la reazione di

PCR non e esattamente esponenziale. L’estremo superiore dell’intervallo selezionato (per es. il

ciclo 15) indica il valore al di sopra del quale inizia I’accumulo lineare di un amplificato; b) la

linea soglia (“threshold”), parallela alla linea base, impostata dall’operatore o dalla stessa

macchina in modo tale da intersecare le curve di tutti i campioni nella fase esponenziale; c) il

ciclo soglia o Ct (“cycle threshold”), specifico per ogni campione, che identifica il ciclo di PCR

in cui la curva in fase esponenziale interseca la linea soglia. Il ciclo soglia € un indice preciso

poiché esiste una correlazione lineare tra il suo valore e il logaritmo della quantita iniziale di

DNA templato. La pendenza di questa linea fornisce inoltre una misura dell’efficienza della

PCR.

Real Time con utilizzo di sonde specifiche FAM (TagMan). Le sonde TagMan sono sonde ad

ibridazione specifica per il frammento di interesse, marcate con molecole fluorescenti. Si tratta di
oligonucleotidi che vengono disegnati per essere complementari alla sequenza bersaglio da
amplificare. La sonda e disegnata in modo da ibridarsi all’interno del frammento amplificato
nella reazione di PCR. Il principio della reazione si basa sull’utilizzo di una sonda costituita da
un oligonucleotide che contiene all’estremita 5’ un marcatore fluorescente chiamato reporter e al
3’ un quencher (un gruppo colorante in grado di mascherare I’emissione luminosa). Quando
colpita dalla luce, la molecola fluorescente in 5° trasferisce energia al quencher il quale
determina una inibizione della fluorescenza del substrato. Durante il processo di amplificazione
I’attivita esonucleasica 5°-3” della Tag-polimerasi scalza la sonda determinando la separazione
del reporter dal quencher, con una conseguente emissione di fluorescenza.

Perocedura sperimentale La g-PCR per i miRNA maturi € stata effettuata con 1,5ul di cDNA,
TagMan Universal Master Mix (Applied biosystems), specifici oligonucleotidi e sonde MGB-
FAM (miRNA TagMan Assay Kit, Applied Biosystems). L’espressione dei miRNA maturi di
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interesse €& stata misurata mediante oligonucleotidi e sonda specifici, sintetizzati dalla ditta
Applied Biosystem. Poiché le sequenze dei miRNA analizzati in questo studio sono conservate
fra topo ed uomo sono state acquistati dall” Applied Biosystems oligonucleotidi e sonde utili per
I’amplificazione di questi miRNA in entranbe le specie. Le reazioni di amplificazione per
ciascun campione sono state effettuate in triplicato in un volume finale di 20ul contenente 1,5ul
del prodotto di retro-trascrizione specifico per il miRNA, 10ul di TagMan® Universal PCR
Master Mix 2X (Applied Biosystem), 1ul di una mix di sonda TagMan® 200nM, oligonucleotidi
senso ed antisenso 20X (Applied Biosystem) e acqua DNasi- ed RNasi-free. Il ciclo di
amplificazione usato e quello standard, che prevede una prima fase di 2’ a 50°C, una seconda
fase di 10’ a 95°C seguita da una successione di 40 cicli a 95°C per 15” e 60°C per 1’ ognuno. |
dati ottenuti sono stati analizzati con il metodo comparativo dei AACt o delle fold change. Per
I’espressione del cluster let-7c, la normalizzazione é stata fatta con sonde e primers specifici per
I’RNUG6 (Applied Biosystem).

Analisi Statistica

La deviazione standard indicata nei grafici relativi ai dati di “imaging”, e stata calcolata
utilizzando I’errore standard della media (Standard Error of the Mean, S.E.M).

Per ogni esperimento di Real-Time, i risultati sono espressi come media aritmetica di 2
esperimenti indipendenti, £ errore standard della media (Standard Error of the Mean, S.E.M).
La significativita statistica & stata calcolata usando il test t di Student. Valori di P < 0.05 sono

stati considerati statisticamente significativi.
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RISULTATI

“Imaging” del tessuto mammario nel modello animale MITO+/NeuT+ durante la
progressione neoplastica

Come descritto nell'introduzione il modello animale murino MITO-Luc permette di analizzare
tutti i distretti contenenti cellule proliferanti nell'intero animale (Goeman et al., 2012). Inoltre,
poiche la tecnica non necessita il sacrificio dell'animale, & possibile seguire la proliferazione
cellulare in questi animali durante tutto l'arco della loro vita. Dunque se il MITO-Luc é
incrociato con un modello animale di malattia, sara possibile seguire I'andamento della
proliferazione cellulare sia nell'intero organismo che nel tessuto bersaglio della malattia, durante
I'arco temporale in cui essa si sviluppa.

Poiché una proliferazione deregolata ed aberrante € alla base dello sviluppo della maggior parte
dei tumori, ci siamo chiesti se fosse possibile identificare stadi precoci dello sviluppo tumorale
utilizzando il modello MITO-Luc incrociato con un modello geneticamente modificato che
sviluppa tumore alla mammella; MMTV-NeuT (Boggio et al., 1998). Per rispondere a questa
domanda abbiamo incrociato topi MITO-Luc con topi MMTV-NeuT ambedue nel ceppo FVB
(Taketo et al., 1991). Le generazioni nate in seguito all’incrocio dei topi FVB MITO+/NeuT- X
MITO-/NeuT+, sono state genotipizzate come descritto nei materiali e metodi e individui
femmine FVB MITO+/ NeuT+ e femmine FVB MITO+/ NeuT- come controllo negativo, sono
state utilizzate negli esperimenti successivi. In figura 11 & mostrato un esempio del risultato delle

PCR utilizzate per genotipizzare ciascun ceppo transgenico.

+ : . +
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Figura 11 Genotipizzazione tramite PCR. Nella figura & rappresentata la corsa elettroforetica del prodotto di PCR
ottenuto utilizzando i primers specifici per il transgene neu (sx) e il transgene MITO (dx) su gel d’Agarosio al 2%.
La colorazione ¢ stata effettuata con Bromuro di etidio. Sono mostrati 2 campioni, il rispettivo controllo positivo, il
maker (1Kb) con le rispettive “size”.

Allo scopo di valutare I’andamento della proliferazione cellulare nell'intero animale e nel tessuto
mammario durante la progressione del carcinoma mammario, 36 topi femmina MITO+/NeuT+
sono stati sottoposti a sedute di “imaging” una volta alla settimana a partire dal 48° giorno di vita
(7% settimane) fino alla 18 * settimana di vita (vedi materiali e metodi). Inoltre, come controllo
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dell’esperimento 21 topi femmina MITO+/NeuT- sono stati sottoposti a sedute di “imaging” agli
stessi tempi.

Inizialmente abbiamo analizzato I'incidenza di tumori in questi topi. Come mostrato nella tabella
3, il 100% dei topi MITO+/NeuT+ da noi analizzato (36 individui) va incontro a tumorigenesi
mammaria in tutte e dieci le mammelle intorno alla 16% settimana di vita come atteso (Boggio et
al., 1998 ). Al contrario nessun animale MITO+/NeuT- da noi analizzato (21 individui) sviluppa

tumore in nessuna delle mammelle.

N° Topi Topi che sviluppano Topi senza Tempo di latenza
Tumore tumore/Topi con | per lo sviluppo dei
Mammario tumore tumori

(Settimane)

MITO+/NeuT+ 36 36/36 (100%) 0/36 (0%) 15%:17°

MITO+/NeuT: 21 0121 (0%) 21/0 (100%)

Tabella 3. Sviluppo di tumori mammari in topi MITO/NeuT. In rosso i topi doppi transgenici esaminati fino alla
18? settimana di vita, in blu topi MITO+/neuT-utilizzati come controllo.

Il principale obiettivo di questo progetto di tesi € quello di identificare stadi precoci della
tumorigenesi mammaria. Al fine di capire se il modello murino MITO/NeuT fosse utile per
questo scopo abbiamo analizzato i dati derivati dalle sedute di “imaging” a livello delle
mammelle durante tutto I’arco dell’esperimento (7°settimana+18°settimana). Sorprendentemente,
come mostrato nel grafico in figura 12 i dati da noi derivati da queste sedute di imaging in
individui intatti, non hanno messo in evidenza un aumento di luminescenza/proliferazione a

livello delle mammelle, nemmeno alle settimane in cui il tumore era palpabile.
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Figura 12. Comparazione dell’'andamento della luminescenza/proliferazione nelle mammelle dei modelli
animali MITO+/NeuT+ e MITO+/NeuT-. | grafici rappresentano la media della luminescenza emessa dalle
mammelle di tutti gli animali analizzati nelle diverse settimane. Sull’asse delle ascisse € indicata la settimana alla
quale sono state effettuate le sedute di “imaging”. Sull’asse delle ordinate € riportato il numero di fotoni emessi al
secondo (p/s) per cm? in scala logaritmica. La deviazione standard, calcolata come descritto nei materiali e metodi, &
riportata per tutti i punti analizzati. Come indicato nella leggenda la linea di colore rosso corrisponde al topo doppio
transgenico, mentre la linea di colore blu rappresenta il nostro controllo.

Ci siamo allora chiesti se fossimo in grado di evidenziare luminescenza/proliferazione nelle
mammelle a queste settimane in esperimenti di ex-vivo. A questo scopo le mammelle dei topi
MITO+/NeuT+ sono state prelevate alla 18% settimana e sottoposte ad “imaging”. La figura 13
mostra un esempio di questi esperimenti condotti sui topi MITO+/NeuT+.

10a"

5a 43

Figura 13. Imaging ex vivo di tumori mammari. In figura viene mostrato I’indice di luminescenza dei tumori
prelevati da ognuna delle 10 mammelle di un topo rappresentativo del modello MITO+/neuT+. Si notano delle zone
circoscritte delle masse tumorali in cui & presente luminescenza.

Come mostrato in figura 13 I’analisi di “imaging” dei tumori ex vivo evidenzia, seppur in zone
circoscritte delle masse tumorali, un aumento della luminescenza/proliferazione. L’analisi ex
vivo delle mammelle a tutti i tempi in cui sono satete sottoposte ad “imaging”, per verificare se ci
fosse un’anda proliferativa durante la progressione tumorale, € oggetto di studio.

Nel loro insieme i risultati provenienti dagli esperimenti in vivo ed ex vivo, indicano che la
proliferazione cellulare a livello delle mammelle non gioca un ruolo chiave nella progressione

del tumore mammario.
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“Imaging” della proliferazione cellulare sistemica nel modello animale MITO+/NeuT+
durante la progressione neoplastica

I dati da noi derivati, in seguito alle sedute di “imaging”, indicano che durante la progressione
tumorale dalla 7% alla 18° settimana di vita, e possibile evidenziare in precisi momenti temporali
onde di aumento di luminescenza in corrispondenza dei femori, dello sterno (dati non mostrati) e
della milza dell’animale.

Infatti abbiamo dimostrato che I’incremento di luminescenza registrato, corrisponde ad un
aumento della proliferazione delle cellule del midollo osseo presente in tutti questi distretti.
Dunque in questi animali la luminescenza e un surrogato utilizzato per indicare proliferazione. In

figura 14 sono riportate le immagini relativi ad un animale rappresentativo di tutti gli altri.

MITO/neuT+

MITO/neut- '

Figura 14. Imaging bioluminescente di due animali rappresentativi dei modelli MITO+/NeuT+ e
MITO+/NeuT- . In figura sono mostrate le immagini rappresentative di un topo femmina doppio-transgenico
(rosso) e di un topo di controllo (blu) sottoposti a sedute di imaging lungo un arco temporale della loro vita. | numeri
in alto rappresentano le settimane di vita dell’animale. Il cerchio rosso indica la settimana di comparsa del tumore e
sulla destra & indicata la scala logaritmica con cui viene misurata la luminescenza.

I grafici in figura 15 sono il risultato dell'analisi di tutti gli individui analizzati, 36 per il modello
MITO+/NeuT+ e 21 per il modello MITO+/NeuT-. In particolare i grafici indicano i livelli di
luminescenza (e quindi di proliferazione) emessa dai femori e dalla milza di topi MITO+/NeuT+
rispetto a topi MITO+/NeuT-, utilizzati come controllo. E evidente che alla 7% settimana di vita
tutti gli animali hanno un indice di proliferazione equiparabile in questi due distretti. Al
contrario, nei topi MITO+/NeuT+ nella settimana successiva, e fino alla 9° settimana in cui si
raggiunge il picco massimo, si registra un incremento della luminescenza/proliferazione non
presente nei topi di controllo. Alla 10* settimana la luminescenza/proliferazione nell’animale
MITO+/NeuT+ diminuisce per aumentare poi progressivamente alla 11% e 12 settimana fino a
raggiungere il picco massimo alla 13% settimana. In contrasto, I’indice di proliferazione nei topi

di controllo rimane pressoché costante in queste settimane.
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Figura 15. Comparazione dell’'andamento della luminescenza/proliferazione nei femori e nella milza dei
modelli animali MITO+/NeuT+ e MITO+/NeuT-. | grafici rappresentano la media della luminescenza emessa dai
femori e dalla milza nelle diverse settimane di tutti gli individui analizzati nello studio. Sull’asse delle ascisse €
indicata la settimana alla quale sono state effettuate le sedute di “imaging”. Sull’asse delle ordinate & riportato il
numero di fotoni emessi al secondo (p/s) per cm? in scala logaritmica. La deviazione standard, calcolata come
descritto nei materiali e metodi, € riportata per tutti i punti analizzati. Come indicato nella leggenda la linea di colore
rosso corrisponde al topo doppio transgenico, mentre la linea di colore blu rappresenta il nostro controllo negativo.

Alla 14° settimana si nota un decremento della luminescenza/proliferazione sia nei femori che
nella milza dei topi MITO+/neuT+. Dalla 15° settimana in poi le masse tumorali cominciano ad
essere palpabili e contemporaneamente si assiste ad un progressivo aumento della
luninescenza/proliferazione. Alla 17% settimana, quando il tumore & conclamato, si ha il picco
massimo di questa terza onda di luminescenza/proliferazione. Ancora una volta nei topi utilizzati
come controllo, che non svilupperanno mai tumore, non si nota alcuna variazione significativa
della luminescenza/proliferazione in questi distretti. Alla 18° settimana i topi MITO+/NeuT+
sono stati sacrificati e soggetti ad autopsia con prelievo di liquidi biologici, organi e tumori (vedi
materiali e metodi).

Poicheé’, come abbiamo precedentemente descritto, in questi animali la luminescenza proveniente
dai femori dalla milza é indice di proliferazione di cellule del midollo osseo, questi dati
dimostrano che durante lo sviluppo del tumore esistono onde di proliferazione di cellule del
midollo osseo negli stadi preneoplastici. Poiche il midollo osseo e la milza sono organi deputati
allo sviluppo delle principali componenti del nostro sistema immunitario, questi dati
suggeriscono anche che durante la progressione tumorale il tessuto mammario sia in grado di
liberare segnali che portano all’attivazione del sistema immunitario. Questi dati non ci
permettono perd di sapere ancora se la proliferazione € a carico di progenitori della linea

mieloide e/o linfoide.
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Analisi immunofenotipica delle cellule del midollo osseo e della milza nelle fasi precoci della
progressione tumorale

Per confermare I’aumentata proliferazione di cellule nel midollo osseo e nella milza dei topi
MITO NeuT+ alla 9% settimana,in cui si raggiunge il picco massimo di luminescenza, abbiamo
eseguito degli studi di incorporazione 5- bromo-2-deossiuridina (BrdU) in vivo. Due ore prima
del sacrificio, agli animali € stata somministrata per iniezione intraperitoneale la 5- bromo-2-
deossiuridina (BrdU), un analogo sintetico della timidina che viene incorporato nell’elica del
DNA nascente, permettendo di calcolare il tasso proliferativo delle cellule di tutti i distretti
tissutali. Una volta sacrificati gli animali, le cellule della milza, del midollo osseo e del sangue
periferico sono state isolate, sono state decorate con un anticorpo fluorescente anti BrdU e, per
cominciare a capire quale sotto tipo di cellule fossero quelle che incorporavano piu’ BrdU, con
anticorpi anti CD11b e anti-Gr-1, rispettivamente. Le cellule cosi’ decorate sono state analizzate
al citofluorimetro. | dati in figura 16 mostrano che in tutti e tre i distretti analizzati provenienti
dai topi MITO NeuT+, esiste una distinta popolazione di cellule di che incorpora BrdU ed e’
positiva all’anticorpo CD11b in misura maggiore rispetto alle stesse cellule provenienti da
animali MITO NeuT- (Figura 16). In particolare nelle cellule di midollo osseo e del sangue
periferico la popolazione BrdU+/CD11b+ nei topi MITO+ NeuT+ é circa il doppio rispetto alla
stessa popolazione MITO+ NeuT-. Mentre le differenze risultano meno marcate nella milza. Gli
stessi esperimenti condotti con anticorpi anti-Gr-1 non hanno messo in evidenza nessuna
differenza significativa fra le cellule dei topi MITO NeuT+ e quelle dei topi MITO NeuT- (dati
non mostrati), indicando che la luce evidenziata a livello sitemico nel topo MITO NeuT+ alla
nona settimana di vita sia principalmente dovuta ad un’espensione delle cellule mieloidi.
Ulteriori studi sono in corso per delineare quale sub-frazione cellulare della linea mieloide é
responsabile dell’aumento della proliferazione cellulare sistemica nel modello animale

MITO+/NeuT+ durante la progressione neoplastica.
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Figura 16. Caratterizzazione fenotipica delle cellule di midollo osseo, sangue e milza. Analisi del potenziale
proliferativo e del marcatore di superficie CD11b in sottopopolazioni di splenociti, cellule di midollo osseo e cellule
del sangue provenienti da topi NeuT+ e NeuT-. La proliferazione & stata misurata in vivo attraverso |’incorporazione
di 5-bromo-2-deossiuridina (BrdU) valutato 2 ore dopo la sua somministrazione per via intraperitoneale.

Raccolta di biopsie liquide e solide nel modello animale MITO+/NeuT+ durante la
progressione neoplastica

Un’ulteriore obbiettivo di questo progetto di tesi di dottorato, € quello di caratterizzare
alterazioni geniche associate con gli stadi precoci della progressione tumorale mammaria al fine
di capire se una o piu’ di queste alterazioni possa essere utile come biomarcatore precoce di
malattia. Al fine di ottenere materiale biologico da utilizzare per la successiva analisi molecolare
degli stadi precoci della progressione neoplastica, é stato effettuato il prelievo di organi e liquidi
biologici da 10 topi MITO+/NeuT+ e 10 topi MITO+/NeuT-. In particolare ci siamo concentrati
sulle settimane nelle quali sono stati individuati i picchi di proliferazione sistemica mostrati nella
figura 15; 9% 13% e 17° settimana, rispettivamente. Ad ogni settimana € stato raccolto il tessuto
mammario, la milza, il midollo osseo proveniente dai femori ed il siero (vedi materiali e metodi).
Inoltre, in alcuni casi, nei topi MITO+/neuT+ alla 17% settimana sono state raccolte sia ghiandole
mammarie trasformate sia mammelle che non presentavano ancora evidenti segni di

trasformazione (Tabella 4).

Settimana Genotipo n°Biopsie n° Biopsie n°Pellett n® Aliquote n° Biopsie
Topi Mammella Mammella celiulari Siera apleniche
Non Trasformata da
Trasformata Midolle
MITO+heuT- 100 0 10 10 10
9a
MITOneuT+ 100 0 10 10 10
MITO+neuT- 100 0 10 10 10
13a
MITO+meuT+ 100 ¢] 10 10 10
MITO+heuT- 100 Y] 10 10 10
17a
MITO+neuT+ 6 94 10 10 10

Tabella 4. Tabella riassuntiva della raccolta di biopsie liquide e solide. In rosso topi doppi transgenici, in blu topi
MITO+/NeuT-utilizzati come controllo. La tabella mostra il numero approssimativo di biopsie che sono state
collzionate durante lo studio.

Come descritto nella sezione che segue, per gli esperimenti condotti durante questo lavoro di tesi
sono stati utilizzati alcuni dei tessuti mammari raccolti. E perd importante notare che Iintera
raccolta dei diversi organi e del siero saranno utili per lo svolgimento di diversi progetti che si

stanno attuando nel laboratorio. In particolare, utilizzando i sieri raccolti in questo studio, si
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stanno mettendo a punto tecniche per identificare biomarcatori circolanti utili ad una possibile

diagnosi precoce del carcinoma mammario.

Livelli di espressione di specifici microRNA nella progressione del carcinoma mammario
Tra le molecole biologiche oggi studiate come possibili biomarcatori precoci di progressione
tumorale emergono i microRNA (miRNA) (O’Day et al., 2010, Croce et al., 2013). In particolare
diversi esempi sono presenti in letteratura che mostrano come un’espressione deregolata di
queste molecole possa essere indicativa della progressione di malattie (Le Quesne et al., 2010,
Zhong et al., 2012). Dunque, al fine di identificare biomarcatori molecolari utili alla diagnosi
precoce del tumore mammario € stata analizzata I’espressione di specifici miRNA gia descritti
avere un ruolo diagnostico e/o funzionale nel cancro al seno (Tang et al., 2012; Zhang et al.,
2014). Fra i diversi miRNA gia’ descritti ci siamo focalizzati sul cluster let-7c, miR-99a, miR-
125b. Questa scelta deriva dal fatto che il ruolo biologico di queste molecole é stato gia
ampiamente studiato nel laboratorio presso cui € stato svolto questo lavoro (Careccia et al.,
2009; Pelosi et al., 2013; Pelosi et al., 2014). Tutte e tre le molecole condividono un’attivita
biologica di oncosoppressori. Questa caratteristica li rende interessanti ai fini del nostro studio
perche é possibile immaginare che negli stadi molto precoci di trasformazione cellulare queste
molecole tentino di contrastare la trasformazione. Nei momenti piu avanzati della trasformazione
cellulare é ragionevole pensare che i livelli di espressione di queste molecole siano diminuiti.

Al fine di misurare i livelli di espressione di questi miRNA nel tessuto mammario alle diverse
settimane sono stati isolati gli RNA dalle biopsie mammarie raccolte alla 9% 13% e 17° settimana
di vita sia dai topi MITO+/NeuT+ che da quelli MITO+/NeuT-.

La quantificazione dei livelli di espressione dei miRNA ¢ stata valutata grazie all’utilizzo della
tecnica di retro trascrizione miRNA-specifica accoppiata a Real-Time-PCR (qRT-PCR; vedi
materiali e metodi). In ciascun degli esperimenti di seguito descritti, sono stati mischiati RNA
provenienti dalle mammelle di tre diversi topi. I risultati di due esperimenti indipendenti condotti
in triplicato sono mostrati in figura 17, 18 e 19. Abbiamo messo in evidenza che I’espressione di
questi tre miRNA sale nelle mammelle dei topi che non svilupperanno tumore al progredire
dell’eta (figura 17). Al contrario, nelle mammelle dei topi che svilupperanno tumore abbiamo
osservato una generale diminuzione dei ivelli di let7c ed un andamento costante dei livelli di
espressione dei miR-99a e 125b (figura 18). E interessante notare che in tutte le settimane
analizzate i livelli di tutti e tre i miRNA studiati sono piu bassi nei topi che svilupperanno tumore
rispetto a quelli che non lo faranno (confronta le scale sulle ordinate dei due grafici).
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Figura 17. Espressione di let-7 ¢, miR-99a e miR-125b in topi MITO/NeuT-. In figura vengono mostrati i livelli
di espressione dei miRNA indicati. | livelli d’espressione di ciascun miRNA sono stati normalizzati utilizzando il
snRNA U6. La deviazione standard indicata ¢ stata calcolata come descritto nei matriali e metodi. | valori di P<
0,05, statisticamente significativi, sono indicati con gli asterischi (*).
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Figura 18. Espressione di let-7c, miR-99a e miR-125b in topi MITO+/NeuT+. In figura vengono mostrati i
livelli di espressione dei miRNA indicati. | livelli d’espressione di ciascun miRNA sono stati normalizzati
utilizzando il snRNA U6. La deviazione standard indicata € stata calcolata come descritto nei matriali e metodi. |
valori di P< 0,05, statisticamente significativi, sono indicati con gli asterischi (*).

Infine i livelli di espressione di let-7c e miR-99a sono stati misurati utilizzando RNA provenienti
da ghiandole mammarie di topi MITO+/NeuT+ che non presentavano ancora evidenti segni di
trasformazione alla 17 settimana. In ogni esperimento, queste ghiandole mammarie sono state
prelevate dagli stessi tre topi da cui ¢ stata prelevata la ghiandola mammaria trasformata. | livelli
di espressione di questi due miRNA sono risultati pit bassi dei livelli riscontrati in ghiandole

sane ma piu alti di quelli riscontrati in ghiandole che presentavano tumore (figura 19).
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Figura 19. Espressione di let-7c e miR-99a in topi MITO+/NeuT+ e MITO+/NeuT-. In figura vengono mostrati i
livelli di espressione dei miRNA indicati. | livelli d’espressione di ciascun miRNA sono stati normalizzati
utilizzando il snRNA U6. Come indicato nella leggenda i neuT+ sono rappresentati in rosso, i neuT- sono
rappresentati il blu e i neuT+ NT rappresentano i campioni derivati dalle biopsie di mammelle non trasformate
prelevate dagli stessi 3 topi neuT+ oggetto di analisi (barre rosse). La deviazione standard indicata é stata calcolata
come descritto nei matriali e metodi. | valori di P< 0,05, statisticamente significativi, sono indicati con gli asterischi

()

Sebbene questi dati siano preliminari e vadano ripetuti allargando la casistica, nell’insieme questi
risultati suggeriscono che la diminuita espressione dei tre miRNA presi in esame in questo

studio, possa essere considerata un indicatore diagnostico precoce per il carcinoma mammario.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il carcinoma mammario € il tumore maligno piu frequente nelle donne. Il tumore mammario €
una patologia eterogenea, caratterizzata da molti sottotipi tumorali con caratteristiche biologiche
differenti correlate ad una risposta al trattamento ed esiti clinici altrettanto diversificati (Yersal et
al., 2014). 1 sistemi di classificazione tradizionali si basano sulle caratteristiche biologiche come
ad esempio le dimensioni del tumore, il coinvolgimento dei linfonodi, I’aspetto istologico, lo
stato di attivazione di diversi recettori ormonali e chinasici (Yersal et al., 2014). La prognosi
delle pazienti con cancro al seno é fortemente associata alla diagnosi precoce e per questo
I’identificazione di biomarcatori specifici per le prime fasi dello sviluppo del tumore diventa
indispensabile per migliorare I’andamento della malattia. Sebbene i metodi ad oggi ampiamente
utilizzati per la diagnosi del cancro al seno, come la mammografia e la risonanza magnetica,
abbiano aumentato il numero di diagnosi precoci, la sensibilita di questi sistemi resta bassa.
Purtroppo attualmente il numero complessivo di biomarcatori disponibili clinicamente utili &
ancora molto limitato.

Il razionale di questo progetto si basa sulla considerazione che, pur essendo la tumorigenesi un
processo biologico dinamico, gli strumenti adottati fino ad oggi per indagarlo hanno consentito
solo una caratterizzazione statica di esso. Infatti, fino ad ora, le alterazioni geniche che
caratterizzano una progressione tumorale sono state studiate confrontando tessuti trasformati
verso la controparte normale. In questo progetto di tesi si e cercato di superare questa
problematica utilizzando tecnologie di imaging in modelli murini geneticamente modificati al
fine di seguire lo sviluppo del cancro al seno in maniera spazio-temporale nell’intero individuo
lungo tutto I’arco della vita.

A questo fine abbiamo utilizzato un modello murino (MITO-Luc reporter mice), in cui é
possibile visualizzare eventi di proliferazione attraverso la tecnica non invasiva del Bio-
Luminescence-lmaging (BLI). Per identificare stadi precoci dello sviluppo tumorale abbiamo
incrociato questo modello con un modello geneticamente modificato che sviluppa tumore alla
mammella; MMTV-neuT (Boggio et al., 1998). Grazie all’impiego di questo modello abbiamo
visualizzato I’evoluzione temporale del tumore mammario nell’ambito dell’intero animale sin
dai primi stadi della malattia ed abbiamo dimostrato che durante lo sviluppo del tumore esistono
onde di proliferazione di cellule del midollo osseo negli stadi preneoplastici. Poiche il midollo
0sseo e la milza sono organi deputati allo sviluppo delle principali componenti del nostro sistema
immunitario, questi dati suggeriscono che durante la progressione tumorale il tessuto mammario
liberi dei segnali che portano all’attivazione del sistema immunitario. Sorprendentemente, i

risultati derivanti da esperimenti di imaging sul tessuto mammario indicano che la proliferazione
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cellulare a livello delle mammelle non giochi un ruolo chiave nella progressione del tumore.
Questo risultato puod perd essere spiegato con varie ipotesi. E noto infatti che alcune parti dei
tumori sono zone ipossiche o necrotiche dove non e attesa una intensa attivita proliferativa delle
cellule. E perd anche possibile pensare che la proliferazione avvenga in questi tumori con una
dinamica spazio-temporale molto precisa motivo per il quale non abbiamo messo in evidenza alti
livelli di luminescenza/proliferazione nelle sedute di “imaging” effettuate una volta alla
settimana. Inoltre e anche possibile che la proliferazione non abbia un impatto primario nella
tumorigenesi mammaria in questo particolare modello genetico. Stiamo pianificando esperimenti
per cercare di capire se una o piu di queste ipotesi € quella reale. A questo fine le mammelle dei
topi MITO+/NeuT+ saranno prelevate a tre individui diversi a giorni alternati e soggette a sedute
di “imaging” ex vivo nelle settimane precedenti la 18°. A questi tempi infatti la necrosi nei tumori
dovrebbe essere meno evidente lasciando spazio alla proliferazione cellulare. Inoltre, si stanno
pianificando esperimenti di immunoistochimica condotti sulle mammelle prelevate ai diversi
tempi. In questi esperimenti si cerchera di analizzare il segnale proveniente da un anticorpo anti-
luciferasi e di compararlo con quello derivato dall’uso di un anticorpo specifico per un ben noto
marcatore di proliferazione come il Ki-67. Inoltre, per capire il reale impatto della proliferazione
cellulare in questi tumori, mammelle derivate dal modello MITO+/NeuT- verranno sottoposte
alla stessa analisi di “imaging” ex vivo. Questi esperimenti prevedono I’uso di un numero elevato
di animali poiche diversi individui dovranno essere sacrificati ad ogni punto sperimentale
previsto per le sedute di “imaging”.

In conclusione, utilizzando questo approccio, siamo stati in grado di visualizzare
specifici stadi precoci di trasformazione pre-neoplastica, in cui possono avvenire eventi
molecolari necessari alla trasformazione. Questi stadi sono caratterizzati da onde proliferative
sistemiche del midollo osseo che indicano una risposta di tipo immunologico dell” organismo
all’attuarsi della cancerogenesi. Dunque il modello animale descritto in questo progetto di tesi
rappresenta un'opportunitd senza precedenti per caratterizzare le alterazioni molecolari che
avvengono in stadi tumorali precoci che non possono essere identificati con i metodi tradizionali
ma che possono fornire informazioni rilevanti in relazione alla progressione del cancro al seno. |
nostri dati preliminari, che mostrano come una diminuita espressione dei tre miRNA presi in
esame in questo studio possa essere un indicatore diagnostico precoce per il tumore mammario,

procedono in questa direzione.
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