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1.INTRODUZIONE

1.1 OSTEOSARCOMA

L’osteosarcoma (OS), pur essendo un tumore raro ¢ il tumore primario delle ossa piu
comune e presenta due picchi di incidenza negli adolescenti (18 anni) e negli adulti (>60
anni) (Beird et al., 2022). L’OS puo svilupparsi in tutte le ossa del corpo, ma i siti pitt comuni
di insorgenza sono le aree in prossimita delle ginocchia e la porzione prossimale dell’omero
(Bielack et al., 2016) (Figura 1). Si tratta di una neoplasia che puo colpire anche pazienti che
hanno gia sviluppato un tumore nella loro storia clinica, in questo caso si parla di OS
secondario. I meccanismi patofisiologici coinvolgono diverse mutazioni genetiche che sono
strettamente connesse con la formazione del tessuto osseo. I pazienti a cui viene
diagnosticato un tumore localizzato presentano un tasso di sopravvivenza definito “libero
dalla malattia” che si attesta intorno al 60%, mentre per i pazienti a cui sono state

diagnosticate delle metastasi la percentuale si riduce al 30% (Beird et al., 2022).
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Figura 1. Siti anatomici dello sviluppo dell’osteosarcoma (Beird et al., 2022). La probabilita di sviluppare
un OS nei diversi distretti € pari a: 7% cranio, 15% omero, 12% pelvi, 9% femore, 50% ginocchio, 3% tibia e
il restante 4% nelle altre ossa del corpo.



In merito alla stadiazione, gli OS possono essere suddivisi in tre gruppi principali:
basso grado, grado intermedio e alto grado (Bertoni and Bacchini, 1998). Il grado del tumore
indica il rischio di sviluppare una forma metastatica. Gli OS di basso grado o parostale, sono
tipicamente indolenti e vengono trattati esclusivamente con la rimozione chirurgica, al
contrario 1 tumori ad alto grado presentano un rischio elevato di sviluppare metastasi nei
polmoni, nei linfonodi e in altre ossa del corpo (Isakoff et al., 2015; Kager et al., 2003),

richiedendo cosi un trattamento basato sulla chirurgia associata a chemioterapia adiuvante.

1.1.1 Epidemiologia ed eziologia

L’OS ha un’incidenza negli adolescenti pari a 3-4,5 casi per milione di persone
all’anno (Mirabello et al., 2009). E lievemente piti comune negli individui maschi, con un
rapporto Maschio:Femmina di 1,4:1. Nei pazienti adulti (> 60 anni) si osserva una
diminuzione (2 milioni di persone all’anno) dell’incidenza rispetto agli individui giovani
(6,7 milioni casi all’anno in pazienti < 24 anni), ma questa ¢ accompagnata da una prognosi
infausta rispetto ai giovani pazienti e leggermente sfavorevole negli individui maschi

rispetto ai soggetti di sesso femminile (Cole et al., 2022).

L'OS ¢ definito istologicamente come un tumore delle cellule produttrici di osteoidi,
che spesso si trovano accompagnate ad una varietd di cellule adipogeniche, muscolari,
fibroblastiche e condroblastiche (Klein and Siegal, 2006). Questo fenotipo microscopico ha
a lungo alimentato ’ipotesi che I’OS derivi da un precursore mesenchimale multipotente.
Le osservazioni epidemiologiche supportano questa ipotesi, infatti si ¢ riscontrato che i
tumori insorgono piu frequentemente all'interno delle metafisi delle ossa lunghe nei bambini,
adolescenti e giovani adulti durante i periodi di picco di crescita lineare, suggerendo che il
tessuto osseo ¢ le cellule produttrici di cartilagine che proliferano rapidamente durante questi
scatti di crescita siano quelle suscettibili alla trasformazione dando origine all'OS (Jones,

2011; Mutsaers and Walkley, 2014).

La maggior parte dei casi di OS ¢ sporadica, ma una piccola parte di essi ¢ da
attribuirsi ad una predisposizione genetica. Esistono delle patologie in grado di aumentare il
rischio di sviluppare questo tumore, ad esempio: la sindrome di Li-Fraumeni, il
retinoblastoma ereditario e ’anemia di Diamond-Blackfan. Altre cause di predisposizione

sono patologie dovute a difetti della DNA elicasi primaria che coinvolgono la famiglia di



RECQ (RecQ DNA helicase family), tra queste troviamo la sindrome di Rothmund-
Thomson, la sindrome di Rapadilino, la sindrome di Bloom e la sindrome di Werner (Lu et
al., 2020; Vlachos et al., 2012; Wang et al., 2003). L’eta di esordio per questi tumori
sindrome-associati ¢ piu precoce rispetto agli individui con casi sporadici. Pazienti con
retinoblastoma e sindrome di Rothmund-Thomson possono sviluppare I’OS durante
I’adolescenza, mentre 1’OS associato alla sindrome di Werner o sindrome di Li-Fraumeni si
manifesta ad un’ eta intermedia (Calvert et al., 2012; Hameed and Mandelker, 2018). Le
varianti autosomiche dominanti pit comunemente osservate nei pazienti con OS sono a
carico di geni soppressori tumorali TP53 (proteina tumorale 53) associati alla sindrome di
Li-Fraumeni e RB1 (retinoblastoma 1). Altre varianti di patogenicita sono state osservate nei
geni di suscettibilita al cancro, tra cui principalmente APC (Adenomatous Polyposis Coli),
MSH2 (DNA mismatch repair protein 2), PALB2 (Partner And Localizer Of BRCA2),
CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), MEN1( Multiple endocrine neoplasia
type 1), VHL (von Hippel-Lindau) e ATRX (alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked)
(Mirabello et al., 2020), infine le interazioni poligeniche possono spiegare 1'associazione tra

altezza dell’individuo e rischio di OS (Mirabello et al., 2011).

1.1.2 Sintomi e terapia

I pazienti a cui viene diagnosticato I’OS spesso presentano dolore persistente alle
estremita che si acutizza specialmente durante la notte (Zhou et al., 2017). Nello stesso punto
in cui ¢ presente il dolore spesso si associa anche il sintomo di gonfiore. La perdita
dell’integrita strutturale dovuta dall’osteolisi causata dal tumore mette spesso il soggetto a
rischio di fratture. Circa il 10% dei pazienti affetti da OS manifestano fratture, complicando

cosi il quadro nella gestione della patologia (Papagelopoulos et al., 2000).

Fino al 1980, la sola terapia disponibile per I’OS era quella basata sulla sola
asportazione chirurgica della massa tumorale. Progressi terapeutici sono stati raggiunti con
l'introduzione della chemioterapia sistemica che fu inizialmente somministrata in fase
neoadiuvante (Chou et al., 2009). Numerosi studi che utilizzano un approccio combinato di
chemioterapia neoadiuvante e chirurgia hanno mostrato tassi di sopravvivenza “libera da
malattia” a lungo termine compresi tra il 60 e il 70% in pazienti giovani con malattia
apparentemente localizzata. Doxorubicina, metotrexato ad alte dosi in associazione a
leucovorina, cisplatino e ifosfamide si sono affermati come i chemioterapici piu attivi

nell'OS, sia come terapia neoadiuvante che adiuvante. I regimi piu efficaci impiegano



almeno tre di questi farmaci, mentre l'aggiunta di un quarto agente chemioterapico

sembrerebbe non portare ad ulteriori benefici (Brard et al., 2019).

Un approccio utilizzato regolarmente nella cura contro I’OS ¢ il regime terapeutico
neoadiuvante MAP, chiamato cosi per via della somministrazione di metotrexato (M) ad alta
dose, doxorubicina (A) e cisplatino (P) come standard di trattamento. Questa scelta ¢
supportata e basata su uno studio prospettico randomizzato effettuato su larga scala chiamato
EURAMOS-1 (Bielack et al., 2015; Meazza and Asaftei, 2021). Questo studio ha dimostrato
inequivocabilmente che i risultati a lungo termine non potevano essere ulteriormente
migliorati mediante modifiche del trattamento postoperatorio per i pazienti con scarsa
risposta. I pazienti randomizzati e non randomizzati a tale terapia di salvataggio avevano
tassi di sopravvivenza libera da eventi rispettivamente del 53% (intervallo di confidenza al

95% 47-53%) e del 55% (intervallo di confidenza al 95% 49-60%).

I pazienti con OS non resecabile o ampiamente metastatico ritenuti incurabili
vengono generalmente gestiti con gli stessi protocolli terapeutici sistemici, tra cui la
chemioterapia MAP e il controllo locale del tumore, cid nonostante per questo approccio
terapeutico l'esito ¢ molto sfavorevole con < 30% dei pazienti in grado di sopravvivere a

lungo termine (Kager et al., 2003).

Non esiste una terapia sistemica standard per i pazienti di eta superiore a 40 anni e
sono presenti pochi studi clinici a supporto della pratica clinica. Le linee guida presenti ad
oggi suggeriscono che 1 pazienti adulti (> 40 anni) dovrebbero essere trattati in modo simile
al pazienti pediatrici e ai giovani adulti. Tuttavia, in questi pazienti ¢ possibile attuare dei
regimi personalizzati, soprattutto per quanto riguarda il metotrexato ad alte dosi. Analisi
retrospettive della Societd Europea di Oncologia Muscoloscheletrica su pazienti di eta
superiore ai 40 anni hanno dimostrato che 1 pazienti adulti possono trarre beneficio da un
trattamento aggressivo con chirurgia e chemioterapia (Ruggieri et al., 2013). Lo studio
EURO-B.O.S.S ha dimostrato una probabilita di sopravvivenza a 5 anni favorevole nel 66%
(95% CI 57-75%) di pazienti con malattia localizzata sottoposti a chemioterapia intensiva
multi-agente che includeva dosi attenuate di metotrexato (Tate et al., 2015). Tuttavia, sono
stati osservati notevoli effetti tossici correlati alla chemioterapia come ad esempio la

neutropenia e altri effetti ematologici avversi (Beird et al., 2022).



1.2 MicroRNA (miRNA)

I microRNA (miRNA) sono delle sequenze di RNA che presentano una lunghezza
che si attesta intorno ai 20-22 nucleotidi. Sono degli RNA non codificanti in quanto non
vengono tradotti in proteine, ma svolgono un ruolo chiave nella regolazione dell’espressione

genica agendo a livello post-trascrizionale.

1.2.1 Biogenesi dei miRNA

I geni dei miRNA sono trascritti dalla RNA polimerasi II (Pol II) e il lungo trascritto
primario ha una struttura a forcina in cui le sequenze di miRNA sono incorporate. Circa la
meta di tutti i miRNA attualmente identificati sono intragenici e trascritti principalmente da
introni e relativamente pochi da sequenze esoniche di geni codificanti per proteine. Il resto
dei miRNA sono intergenici, trascritti indipendentemente da un gene ospite e regolati dai
loro propri promotori (The FANTOM Consortium et al., 2017). Spesso, diverse sequenze
codificanti per i miRNA sono vicine tra loro, costituendo cosi un'unita di trascrizione
policistronica. I miRNA presenti nello stesso /ocus sono generalmente cotrascritti, ma i
singoli miRNA possono essere regolati ulteriormente a livello post-trascrizionale (Lee,
2002; Tanzer and Stadler, 2004). La biogenesi del miRNA pud avvenire secondo la via

canonica e non canonica (Figura 2).

La via canonica ¢ la via principale con cui i miRNA vengono prodotti. In questa via,
1 pri-miRNA sono trascritti dai loro geni e poi processati in pre-miRNA dal complesso del
microprocessore, costituito principalmente da una proteina che lega I'RNA DiGeorge
Syndrome Critical Region 8 (DGCRS) e un enzima ribonucleasi III chiamato Drosha (Denli
et al., 2004). DGCRS riconosce un N6-metiladenilato GGAC e altri motivi all'interno del
pri-miRNA (Alarcon et al., 2015), mentre Drosha taglia il pri-miRNA duplex alla base della
sua caratteristica struttura a forcina di pri-miRNA. Una volta che i pre-miRNA sono generati,
essi sono trasportati al citoplasma da un complesso di esportina 5 (XPOS5)/RanGTP e poi
processati dall’endonucleasi IIT del RNasi Dicer (Okada et al., 2009). Questo fenomeno ha
come esito la rimozione del “loop” terminale, dando cosi origine al miRNA “duplex”
maturo. La direzionalita del filamento del miRNA determina il nome della forma matura. Il
filamento 5p deriva dall'estremita 5’ a forcina del pre-miRNA mentre il filamento 3p
proviene dall'estremita 3’. Entrambi i1 filamenti derivati dal miRNA “duplex” maturo
possono essere caricati dalla famiglia di proteine Argonaute (AGO) (AGO1-4 negli esseri

umani) in modo ATP-dipendente (Yoda et al., 2010). La selezione del filamento 5p o 3p si



basa in parte sulla stabilita termodinamica dell’estremita 5’ del miRNA “duplex” o di un
uracile in posizione 1 sul 5’ terminale. In generale, per il caricamento del miRNA duplex
sulle proteine AGO viene preferita I’estremita 5’ con stabilita piu bassa o I'uracile al 5°, il
cosiddetto filamento guida. Il filamento non caricato viene chiamato filamento passeggero.
I filamenti passeggeri del miRNA che non contengono errori sono tagliati da AGO2 e
degradati da meccanismi cellulari, viceversa qualora ci fossero degli errori questi ultimi

verranno srotolati e degradati passivamente senza ’ausilio di AGO2.

Ad oggi, sono state dimostrate molteplici vie non canoniche di biogenesi dei miRNA.
Queste vie fanno uso di combinazioni differenti delle proteine presenti nella via canonica,
principalmente Drosha, Dicer, esportina 5 e AGO2. In generale, la biogenesi non canonica
del miRNA puod essere raggruppata nelle vie indipendenti Drosha/DGCRS e Dicer-
indipendenti. I pre-miRNA prodotti dal Drosha/DGCR8-via indipendente assomigliano ai
substrati di Dicer. Un esempio di tali pre-miRNA sono i Mirtroni, che sono prodotti dagli
introni del mRNA durante la giunzione (Babiarz et al., 2008). Un altro esempio ¢ il cap 7-
metilguanosina (m7G) del pre-miRNA. Questi RNA sono esportati direttamente dal nucleo
al citoplasma attraverso I’esportina senza bisogno dell’aiuto di Drosha (Xie et al., 2013).
Dall'altro lato, i miRNA Dicer-indipendenti sono elaborati da Drosha dalle trascrizioni
endogene degli “short hairpin” RNA (shRNA). Questi pre-miRNAs richiedono AGO2 per
completare la loro maturazione all'interno del citoplasma perché sono di lunghezza
insufficiente per essere substrati di Dicer (Yang et al., 2010). Questo a sua volta promuove
il carico dell'intero pre-miRNA in AGO2 e nel meccanismo AGO2-dipendente del filamento

3p. Il taglio 3°-5’ del filamento 5p completa la loro maturazione (Cheloufi et al., 2010).
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Figura 2. Le vie di biogenesi dei miRNA. La via canonica inizia con il pri-miRNA, scisso dal complesso
Drosha-DGCRS8 in pre-miRNA. Questo viene esportato nel citoplasma tramite esportina 5/RanGTP e
processato in miRNA maturo.Nella via non canonica, gli shRNA sono scissi dal complesso microprocessore
ed esportati nel citoplasma tramite esportina 5/RanGTP. Successivamente sono processati da AGO2 in modo
indipendente da Dicer. I mirtroni e i pre-miRNA con cappuccio m7G dipendono da Dicer per la maturazione,
ma si differenziano nel trasporto nucleocitoplasmatico: i mirtroni usano esportina 5/RanGTP, mentre i m7G-
pre-miRNA usano esportina 1 (O’Brien et al., 2018).

1.2.2 Meccanismo di regolazione post-trascrizionale dei miRNA

Una volta trascritti, i miRNA si appaiano con specifici mRNA e regolano finemente
la loro traduzione e stabilita. I miRNA, insieme alle proteine AGO formano il complesso
RISC (RNA-induced silencing complex). Una volta formato, RISC trova il suo mRNA
bersaglio andando in cerca delle sequenze nucleotidiche complementari. La
complementarita tra miRNA e mRNA ¢ determinata dalla regione “seed” che ¢ specifica per
ogni miRNA. La sequenza “seed” ¢ la regione di 2-8 nucleotidi localizzata piu vicino

all’estremita 5’ del miRNA. Una perfetta complementarita “seed” tra miRNA e mRNA si ha
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quando i nucleotidi dei due filamenti si appaiano senza alcuna interruzione. Negli animali,
I’estensione dell’appaiamento di basi ¢ di norma di almeno sette coppie di nucleotidi e questo
appaiamento avviene molto piu frequentemente nella regione della 3 UTR (3’-untraslated
region) dell’mRNA bersaglio rispetto alla regione 5’ UTR (Zhang and Su, 2009).

Una volta che il miRNA si appaia all’'mRNA, possono verificarsi principalmente due
scenari: se ’appaiamento di basi ¢ esteso (poco frequente nell’'uomo) I’'mRNA viene tagliato
(fenomeno definito come “slicing”) dalla proteina Argonauta che rimuove con efficienza la
coda poliadenilata dell’'mRNA e lo espone alle esonucleasi. Dopo il taglio del’'mRNA, il
complesso RISC con il suo miRNA associato viene rilasciato e puo andare ad appaiarsi ad
altri mRNA, in questo modo un singolo miRNA puo agire su pit mRNA bersaglio. Se invece
I’appaiamento di basi fra il miRNA e ’'mRNA ¢ meno esteso (come osservato per la maggior
parte dei miRNA umani), AGO non taglia 'mRNA; piuttosto ¢ la traduzione dell’mRNA
che viene repressa e 'mRNA viene inviato verso i “P-body” dove, separato dai ribosomi, va
incontro successivamente all’accorciamento della coda poliadenilata, all’eliminazione del

cappuccio e alla degradazione (Figura 3).
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Figura 3. Meccanismo di regolazione post-trascrizionale dei miRNA. Se I’appaiamento delle basi tra mRNA
e miRNA ¢ perfettamente complementare, 1’Argonauta taglia I’'mRNA (“slicing”) rimuovendo la coda
poliadenilata e permettendo la degradazione dell’mRNA da parte delle esonucleasi. In questo modo il
complesso RISC con il miRNA puo quindi cercare altri mRNA bersaglio. Se invece 1’appaiamento non ¢
perfettamente complementare, AGO non taglia ’'mRNA, ma inibisce la sua traduzione. (Alfaro et al., 2023)
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Esistono molte caratteristiche che rendono i miRNA particolarmente utili come
regolatori dell’espressione genica, ad esempio un singolo miRNA puo regolare un intero
insieme di mRNA diversi purché questi contengano una breve sequenza nelle loro 3’-UTR.
Questa situazione ¢ comune nell’uomo, dove un singolo miRNA puo avere come bersaglio
centinaia di mRNA differenti. La regolazione effettuata dai miRNA puo essere combinatoria,
infatti pit miRNA possono legarsi allo stesso mRNA e cooperare per ridurre 1’espressione

del gene (Alfaro et al., 2023).

1.2.3 Ruolo dei miRNA nei tumori

L'espressione aberrante dei miRNA ¢ stata correlata con I’insorgenza di numerose
patologie, in particolare 1’alterazione dell’espressione dei miRNA puod causare forme
neoplastiche. Analisi condotte su tessuti tumorali hanno dimostrato una disregolazione dal
punto di vista dell’espressione dei miRNA rispetto alla loro controparte sana. I miRNA
giocano un ruolo chiave anche nelle manifestazioni cliniche dei tumori caratterizzandone il
grado, lo stadio, 1’aggressivita, I’invasivita e I’indice di proliferazione (Calin and Croce,
2006). L’espressione della maggior parte dei miRNA risulta ridotta nel tessuto tumorale
rispetto al tessuto normale, causando spesso la perdita generale di differenziamento delle
cellule neoplastiche (Lu et al., 2005). In accordo con queste osservazioni, la deplezione
totale di alcuni miRNA per delezione genetica, favorisce la trasformazione cellulare e la
tumorigenesi in vivo (Kumar et al., 2009; Lambertz et al., 2010). Questo dimostra come
l'alterazione dei miRNA possa rappresentare un evento causativo nello sviluppo del cancro.
Sebbene la riduzione generale dei livelli di espressione dei miRNA nei tumori sia la
manifestazione pitt comune, numerosi miRNA con ruolo oncogeno risultano sovra espressi
(Volinia et al., 2006). Tali miRNA promuovono tutte le caratteristiche delle cellule maligne,
tra cui ’insensibilita ai segnali anti-crescita (“cluster” miR-17/19), I’evasione dell'apoptosi
(“cluster” miR-34a), il potenziale replicativo (“cluster” miR-372/373), 1’angiogenesi
(gruppo miR-210), I’invasione e di conseguenza la disseminazione con annessa formazione

di metastasi (gruppo miR-10b) (Di Leva et al., 2014).

1.2.4 Ruolo dei miRNA nell’osteosarcoma

E stato dimostrato come 1’origine dell’OS sia dovuta ad un’alterazione del

differenziamento cellulare causato principalmente da mutazioni geniche che causano
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un’alterazione del differenziamento degli osteoblasti a partire dalle loro cellule progenitrici,

le cellule staminali mesenchimali (MSC) (Tang et al., 2008).

Attraverso un’analisi mediante “microarrays”, si ¢ visto come numerosi miRNA
risultino differentemente espressi nei tessuti e nelle cellule di OS suggerendo un loro ruolo
chiave nello sviluppo del tumore e nella sua progressione, in particolare nella proliferazione,

adesione, invasione e capacita di disseminare.

Come descritto nel paragrafo dedicato all’eziopatogenesi, il ruolo della proteina P53
¢ fondamentale nel contrastare I’oncogenesi. Una mutazione del gene TP53 ¢ stata associata
ad una disregolazione di numerosi miRNA coinvolti a valle del processo di segnalazione
cellulare, tra questi ritroviamo miR-34a, miR-34b, miR-34c e miR-31. L’espressione di
questi miRNA risulta regolata da P53 in risposta ad un danno del DNA o da “stress” causati
da diversi tipi di cancro. Il ricercatore He insieme ai suoi collaboratori ha osservato che i
livelli di espressione del miR-34 risultano significativamente ridotti in 117 campioni primari
di OS (He et al., 2009). E’ stato inoltre osservato come una sovraespressione di miR-34 e
miR-199a-3p in cellule di OS sia in grado di bloccare la crescita cellulare e di promuovere
I’apoptosi attraverso i geni bersaglio mTOR (mammalian target of rapamycin), c-Met
(recettore del fattore di crescita degli epatociti) e MDM4 (proteina inibitrice del gene TP53)
(Tian et al., 2014).

Runx2 (Runt-related transcription factor 2) ¢ un fattore di trascrizione osteogenico
appartenente alla famiglia runt dei fattori di trascrizione ed ¢ altamente espresso in biopsie
e in linee cellulari di OS umano (Martin et al., 2014). E stato riportato che la stabilizzazione
di p53 con l'inibitore di MDM2 (Mouse double minute 2 homolog), Nutlin-3, aumenti
l'espressione del miR-34c che ¢ in grado di bersagliare Runx2 portando all'inibizione della
proliferazione delle cellule di OS (Van Der Deen et al., 2013). La perdita del miR-31 ¢
correlata a difetti nella via di p53 mentre la sua sovraespressione previene drasticamente la
proliferazione delle cellule di OS grazie alla regolazione dei geni E2F2 (Early region 2
binding factor 8) e la chinasi ciclina-dipendente 2A (CDKN2A), suggerendo che i casi di
OS con inattivita di pS3 potrebbero trarre beneficio da un trattamento terapeutico basato

sulla sovraespressione del miR-31 (Creighton et al., 2010).

E noto come l'attivazione della via di segnalazione PI3K/Akt (phosphatidylinositol

3-kinase/) promuova la proliferazione, l'adesione, la migrazione, l'invasione e Ila
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metastatizzazione in OS (Zhu et al., 2014)(Hou et al., 2014). Numerosi miRNA controllano
questa via di segnalazione. La sovraespressione del miR-223 in cellule di OS ha rivelato
inibizione della crescita, arresto GO/G1 e apoptosi potenziata. A livello di meccanismo, miR-
223 regola in maniera diretta la proteina da shock termico 90B1 (Hsp90B1) causando
I’inibizione della via di segnalazione PI3K/Akt/mTOR (G. Li et al., 2012). Un altro studio
di Li e colleghi ha mostrato come la riespressione del miR-125b nella linea cellulare di
sarcoma di Ewing A673 riduca la proliferazione, la migrazione e l'invasione cellulare, arresti
la progressione del ciclo cellulare e stimoli 1'apoptosi. Questi ricercatori hanno inoltre
scoperto che la sovraespressione del miR-125b diminuiva ’espressione della subunita
catalitica delta di PIK3 (PIK3CD), causando una sottoregolazione di PIK3, un abbassamento
dell’attivita di fosfo-AKT e un ritardo della progressione biologica delle cellule A673 (Li et
al., 2014). Questi risultati suggeriscono che il miR-125b funzioni come un soppressore del
tumore agendo sulla via di segnalazione PI3K/Akt e che la somministrazione in vivo del
miR-125b possa avere un potenziale beneficio terapeutico per i pazienti affetti da OS.
Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per testare questa possibilita. L'omologo della
fosfatasi e della tensina eliminato sul cromosoma dieci (PTEN) ¢ un potente regolatore
negativo di Akt e svolge un ruolo cruciale nel controllo dell'attivazione della segnalazione
di PI3K/Akt (Nakanishi et al., 2014). Alterazione nell'espressione di PTEN puo contribuire
alla progressione dell'lOS. miR-17 ¢ un miRNA oncogeno la cui espressione ¢
frequentemente aumentata nei tessuti e nelle linee cellulari di OS. L'espressione ectopica di
miR-17 inibisce PTEN legandosi direttamente al suo 3'-UTR e potenziando cosi la via
PI3K/Akt in OS (Gao et al., 2014). miR-221 induce anche la sopravvivenza cellulare, la
resistenza al cisplatino e previene l'apoptosi cellulare regolando direttamente PTEN (G.
Zhao et al., 2013). Collettivamente, queste osservazioni indicano che miR-17 e miR-221
sono in grado di regolare direttamente PTEN portando all'induzione del fenotipo maligno

dell'OS umano e che questi miRNA potrebbero essere potenziali bersagli per il trattamento

dell'OS.

La via di Notch (Neurogenic locus notch homolog protein) ¢ coinvolta nel
mantenimento dell'equilibrio tra proliferazione e differenziamento cellulare in numerosi
tumori, incluso 1'OS (Hughes, 2010). Diversi miRNA agiscono su questa via . E stato
osservato che l'inibizione del miR-199b-5p provoca un aumento dei livelli di espressione
dei componenti della via Notch. Inoltre, ’espressione di miR-34a e di miR-200b in cellule
di OS diminuisce notevolmente l'espressione di Notchl, causando inibizione

dell'angiogenesi, della proliferazione cellulare e dell'invasione (Li et al., 2013). Risultati

15



simili sono stati ottenuti in cellule di OS trasfettate un vettore di espressione per il miR-34a
(Yan et al., 2012), inoltre, il miR-34c indotto dalla proteina morfogenetica ossea 2 (BMP2)
¢ in grado di agire direttamente su pit componenti della via di segnalazione di Notch, inclusi
Notchl, Notch2 e Jagl (Jagged 1) negli osteoblasti, causando un difetto di proliferazione
degli osteoclasti (Bae et al., 2012). In conclusione, la modulazione post-trascrizionale
mediata dal miR-34¢ della via di segnalazione di Notch negli osteoblasti ¢ un possibile
meccanismo che regola l'effetto proliferativo di Notch nei progenitori degli osteoblasti

(Zhang et al., 2015).

1.2.5 Approcci terapeutici basati sui miRNA

Come descritto precedentemente, i miRNA giocano un ruolo fondamentale nel
meccanismo di regolazione del tumore; infatti, alcuni di essi possono agire come oncogeni
e altri come oncosoppressori. Gli effetti del guadagno o della perdita di funzione di alcuni
miRNA sulle cellule tumorali sono stati dimostrati sia sui tumori solidi sia sui tumori
ematologici ed € proprio per questo motivo che negli anni si € cercato di mettere a punto
degli approcci terapeutici che modulassero 1’attivita di queste molecole. I miRNA con
capacita oncogena possono essere individuati e silenziati attraverso diverse strategie definite
con il termine inglese “knock-down”, ovvero un silenziamento o meglio blocco della loro
funzione attraverso anti-miRNA oligonucleotidi (AMO), miRNA spugne o “sponges” e
miRNA “masking”. Gli AMO sono degli oligonucleotidi antisenso sintetici che bloccano
I’interazione tra il miRNA e ’'mRNA bersaglio attraverso un meccanismo di competizione.
Gli AMO possiedono delle modificazioni chimiche. I tipi di AMO piu comunemente
utilizzati sono gli AMO 2'-O-metil, gli AMO 2'-O-metossietil e gli acidi nucleici bloccati
(locked nucleic acid, LNA) (Forterre et al., 2020). Gli LNA sono oligonucleotidi modificati
che offrono diversi vantaggi rispetto agli AMO convenzionali, tra questi ritroviamo una
maggiore stabilita termica e una tossicita ridotta. Queste molecole sono impiegate nella
maggior parte degli studi in vivo attuali. Tuttavia, come approccio terapeutico, gli AMO
presentano alcuni limiti intrinseci, tra cui una durata d’azione limitata e I’incapacita di

colpire piu di un miRNA contemporaneamente (McDermott et al., 2011).

Poiché i miRNA sono spesso attivi in “cluster” nei processi patologici, la soppressione di
pit miRNA sovraespressi risulta essere una sfida terapeutica significativa. In questo

contesto, il concetto di miRNA “sponge” ovvero miRNA spugne risulta particolarmente
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interessante. Questi inibitori competitivi dei miRNA sono trascritti espressi da promotori
forti e contengono numerosi siti di legame in “tandem” per i miRNA di interesse. Ebert e
collaboratori hanno dimostrato I’efficacia di questi inibitori di miRNA in vitro attraverso la
trasfezione transitoria di cellule in coltura di vettori che codificano miRNA spugne. E’ stata
osservata una riduzione dei livelli dei miRNA bersaglio a livelli comparabili a quelli
ottenibili con gli AMO (McDermott et al., 2011). Una singola miRNA “sponge” recante una
sequenza “seed” eptamerica puo agire su famiglie di miRNA sovraespressi che condividono
la stessa sequenza “seed”, in questo modo la “sponge” pud modulare efficacemente livelli

di espressione anormali determinando cosi una riduzione del livello dei miRNA bersaglio.

Per quanto riguarda le terapie per i miRNA oncosoppressori, il principio ¢ quello di
ripristinare 1’espressione di tali miRNA a livelli fisiologici. E quindi necessario aumentare
I’espressione di tutti quei miRNA silenziati durante il processo di trasformazione cellulare
e far si che essi possano tornare a svolgere la loro azione di oncosoppressore. Per questo
approccio vengono utilizzati i miRNA “mimicry” o “mimics” e i vettori virali che codificano
per il miRNA di interesse. I miRNA “mimics” sono piccole molecole di RNA a doppio
filamento che mimano e imitano i miRNA endogeni o i loro precursori. Per quanto concerne
’utilizzo dei vettori virali, vengono di solito utilizzati Adenovirus e Lentivirus, con una

buona efficienza di traduzione e soprattutto una bassa tossicita (McDermott et al., 2011)..

L’efficacia di questi approcci ¢ stata dimostrata sia in vivo che in vitro. Veicolare
queste terapie alle cellule tumorali ¢ fondamentale per garantire un trattamento efficiente
senza danneggiare le cellule sane. Per ottenere una elevata specificita, vengono utilizzate
molecole chiamate aptameri in grado di essere altamente selettive e in grado di trasportare
proteine, farmaci e acidi nucleici, come i miRNA. Si tratta di una promettente classe di
trattamenti antitumorali la cui caratteristica principale ¢ la capacita di riconoscere le cellule
bersaglio grazie alla loro struttura tridimensionale (Figura 4). Permettono una
somministrazione mirata, mitigando cosi la tossicita e riducendo gli effetti collaterali dovuti

alla sostanza ad essi coniugata (Carra et al., 2024).
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Figura 4. Meccanismi di azione e vie di somministrazione per le terapie a base di microRNA. Vengono
rappresentate strategie di somministrazione come anti-miRNA, miRNA “mimics” ¢ miRNA coniugati a
liposomi e aptameri. Gli anti-miRNA inibiscono i miRNA endogeni, mentre i “mimic” ripristinano la funzione
dei miRNA soppressori tumorali. I liposomi facilitano la somministrazione e i miRNA coniugati ad aptameri
offrono un nuovo metodo ad alta efficienza e specificita. (Carra et al., 2024)

1.3 MiRNA 214 (miR-214)

I miR-214 umano ¢ localizzato nella regione del cromosoma 1q23.3, piu
precisamente nell’introne 14 all’interno del gene della Dinamina-3 (DNM3). In questo
contesto genomico troviamo anche un lungo RNA non codificante antisenso che prende il
nome di DNM3os che presenta una lunghezza di 8kb. Questo trascritto contiene anche le
sequenze che codificano per il miR-214 e il miR-199a-2, ovvero due miRNA che si trovano
in “cluster” e che sono separati da sole 6kb. Un altro piccolo RNA non codificante ¢ presente
in questa regione ed ¢ il miR-3120 che si trova sul filamento opposto a quello dei due miRNA

citati precedentemente (Figura 5) (Penna et al., 2015).
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Figura 5. Locus del miR-214 umano. miR-214 ¢ miR-199a-2 sono distanti 6 kb, situati all'interno del
precursore del lungo RNA non codificante DNM3os (7,9 kb), nell” introne 14 del gene della Dynamin-3
(DNM3) (1g24.3). miR-3120 si sovrappone al locus del miR-214 ma sul filamento complementare (Penna et
al., 2015).

1.3.1 Il ruolo del miR-214 nei tumori

Il ruolo del miR-214 nei tumori ¢ contrastante; infatti, a seconda del tipo di tumore
considerato, la sua espressione puo essere aumentata o diminuita (Karimi et al., 2023),
questo suggerisce quindi che il contesto cellulare ¢ fondamentale per 1’espressione di questo

miRNA.

I miR-214 ¢ coinvolto nello sviluppo e nella progressione del carcinoma
squamocellulare (SCC) e del melanoma. E’ molto spesso deregolato in questi tipi di
neoplasie e in particolare nel melanoma, questa alterazione della sua espressione ¢
particolarmente evidente. I melanociti normalmente esprimono bassi livelli del miR-214,
I’epressione aumenta nei nevi, che rappresentano un’anormale, ma benigna proliferazione
dei melanociti e nei melanoma in situ non invasivo; mentre alti livelli del miR-214 sono
stati riscontrati nel melanoma primario cutaneo (Penna et al., 2011). E stato inoltre
dimostrato che il miR-214 promuove 1’aggressivita delle cellule di melanoma mediante la
regolazione di fattori di trascrizione come TFAP2C (fattore di trascrizione AP-2 gamma),
molecole di adesione ITGA3 (Integrine alpha 3) e un altro piccolo RNA non codificante anti
metastatico, il miR-148b (Penna et al., 2011; Penna et al., 2013). Alti livelli del miR-214
sono inoltre associati a una prognosi infausta e ad un elevato rischio di metastasi nel
melanoma oculare (Worley et al., 2008). Nonostante il miR-214 sia fortemente espresso nei
cheratinociti epidermici e nei follicoli piliferi e giochi un ruolo importante nella morfogenesi
cutanea (Ahmed et al., 2014), i risultati riguardo al suo ruolo nel carcinoma squamoso
cutaneo (SCC) e nel carcinoma basocellulare sono contrastanti. Infatti, il miR-214 risulta
sovraregolato nel carcinoma squamoso orale e della lingua (Scapoli et al., 2010; Yu et al.,

2010), mentre ¢ significativamente sottoregolato nel carcinoma squamoso esofageo e
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cutaneo, contribuendo alla proliferazione anomala dei cheratinociti (Huang et al., 2012;

Yamane et al., 2013).

Oltre ai tumori di origine cutanea il miR-214 ¢ sovraespresso nei tumori dei seguenti
tessuti: pancreas (Volinia et al., 2006) (Zhang et al., 2010), prostata (Volinia et al., 2006)
stomaco (Ueda et al., 2010; Yang et al., 2013) naso-faringe (Deng et al., 2013; Zhang et al.,
2014) e polmoni (Yanaihara et al., 2006). Una sua elevata espressione ¢ stata anche osservata
nell’OS (Z. Wang et al., 2014; Xu and Wang, 2014) e nella variante leucemica del linfoma
cutaneo a cellule T, nota come sindrome di Sézary (Narducci et al., 2011). L’elevata
espressione del miR-214 ¢ stata associata a una prognosi sfavorevole in termini di
sopravvivenza globale, stadiazione clinica, invasivita, metastasi e scarsa risposta alla terapia.
Una riduzione dell’espressione di miR-214 invece ¢ stata osservata nei carcinomi
epatocellulari (Duan et al., 2012; Shih et al., 2012), della cervice uterina (Yang et al., 2009),
corticosurrenali (Tombdl et al., 2009) e vescicali (Ratert et al., 2013), del colon-retto (Chen
et al., 2014). Inoltre, ¢ stata documentata una sua sottoespressione nel colangiocarcinoma
(B. Li et al., 2012), nei mielomi multipli (Gutiérrez et al., 2010), nei gliomi (Wang et al.,
2014) e nell'adenocarcinoma polmonare con metastasi cerebrali (C. Zhao et al., 2013). In
tutte queste neoplasie, la riduzione del miR-214 ¢ spesso associata a una maggiore malignita,
metastatizzazione e/0 a una scarsa sopravvivenza/recidiva (Chen et al., 2014; Ratert et al.,

2013).

Il comportamento del miR-214 nei tumori del seno e dell'ovaio ¢ pit complesso,
probabilmente a causa dell'eterogeneita tumorale e della componente ormonale. Il locus del
miR-214 ¢ frequentemente amplificato in questi tumori, come mostrato dall'analisi di
ibridazione genomica comparativa (CGH) (Zhang et al., 2006); tuttavia, ¢ stata rilevata una
delezione nel 24% di un piccolo gruppo di casi di cancro al seno (Derfoul et al., 2011). Nelle
grandi coorti di campioni di tumore al seno, il miR-214 ¢ meno espresso rispetto ai tessuti
normali (Dvinge et al., 2013), mentre una aumentata espressione ¢ stata osservata nei
sottotipi luminale A, ER-, PR- e HER2+ di cancro al seno (Blenkiron et al., 2007; Sempere
et al., 2007). Analogamente, il miR-214 ¢ altamente espresso nei tumori ovarici ed ¢
significativamente associato a stadi tumorali avanzati/metastatici € a una minore
sopravvivenza libera da progressione, nonché a recidive post-chirurgiche/chemioterapiche
(Marchini et al., 2011; Yang et al., 2008). Tuttavia, da alcuni autori ¢ anche stata osservata
una riduzione della sua espressione in neoplasie ovariche rispetto ai tessuti normali e nei

versamenti derivati dal carcinoma ovarico rispetto ai tumori primari (lorio et al., 2007;
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Vaksman et al., 2011). Un riassunto dei principali ruoli del miR-214 nei diversi tumori ¢

presentato nella Tabella 1.

Tabella 1. Alterazioni del miR-214 nei differenti tipi di tumore (Penna et al., 2015)

miR-214 expression in miR-214 correlation with
Tumor tumor vs. normal tissue  metastasis or poor prognosis  Validated miR-214 targets References
Melanoma Up Yes TFAP2, ITGA3 Penna et al., 2011
Down Yes Worley et al., 2008
Segura et al., 2010
Pancreas Up — ING4 Zhang et al., 2010
Volinia et al., 2006
Stomach Up Yes PTEN Volinia et al., 2006
Ueda et al., 2010
Yang et al., 2013
Prostate Up — — Volinia et al., 2006
Nasopharygeal Up — LTF, BIM Deng et al., 2013
Zhang et al., 2014
Oralftongue squamous ~ Up — — Yu et al., 2010
Scapoli et al., 2010
Osteosarcoma Up Yes LZTS1 Wang et al., 2014c
Xu and Wang, 2014
T-cell lymphoma Up Yes — Narducci et al., 2011
Lung Up — — Yanaihara et al., 2006
Hepatocellular Down Yes HDGF, XBP1, EZH2, Shih et al., 2012
FGFR1, B-catenin Xia et al., 2012
Wang et al., 2013b
Uterus cervix Down Yes PLXNB1, GALNT7, MEK3, JNK1 Yang et al., 2009
Qiang et al., 2011
Adrenocortical Down — — Tombol et al., 2009
Esophageal Down — — Huang et al., 2012
Cutaneous squamous Down — ERK1 Yamane et al., 2013
Myeloma Down — ASF1B, GANKYRIN Gutierrez et al., 2010
Bladder Down Yes — Ratert et al., 2013
Glioma Down Yes UBC9 Wang et al., 2014b
Colorectal Down Yes FGFR1 Chen et al., 2014
Rhabdomyosarcoma Down — NRAS Huang et al., 2014
Ovary Up Yes PTEN, p53 Yang et al., 2008
Down Yes Marchini et al., 2011
lorio et al., 2007
Breast Up Yes EZH2 Derfoul et al., 2011
Down Yes Schwarzenbach et al., 2012
Blenkiron et al., 2007

1.3.2 Il ruolo del miR-214 nell’osteosarcoma

Come ¢ stato descritto in precedenza, il miR-214 ¢ coinvolto nei processi patologici
dell’OS. In particolare, in questo tipo di tumore ¢ stato osservato come una sua aumentata
espressione possa aumentare la progressione (Zhu et al., 2017), la proliferazione cellulare,
I’invasione e la migrazione (Cai et al., 2018; Xu and Wang, 2014). Zhu e collaboratori hanno
esaminato come un aumento dell’espressione del miR-214 causi un’attivazione eccessiva
del segnale cellulare Wnt (proteine wingless Int-1)/ -catenina coinvolto nella proliferazione
in cellule di OS (Zhu et al., 2017). Esaminando lo studio condotto da Cai e colleghi ¢

possibile osservare come una sovraregolazione del miR-214 inibisca 1’espressione di
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CADMI (cell adhesion molecule 1) e causi un aumento di invasione e migrazione (Cai et

al., 2018).

Alti livelli di questo miRNA sono inoltre correlati con una prognosi infausta
specialmente nell’OS pediatrico (Z. Wang et al., 2014). Il miR-214 svolge un ruolo chiave
nella risposta alla terapia, infatti livelli alti di espressione sono associati ad un aumento della
resistenza nei confronti della radioterapia (Li et al., 2019). Lo studio guidato da Li ha rivelato
come alti livelli di espressione del miR-214 nell’OS inibiscano PHLDA2 (Pleckstrin
homology-like domain family A member 2). Questa bassa attivita da parte di PHLDA?2
sembrerebbe giocare un ruolo fondamentale nella radioresistenza causata dall’attivazione
della via di segnalazione Akt. Il lavoro di Song e colleghi invece ha messo in luce come
abbassando 1 livelli di miR-214 a valori fisiologici, la sensibilita alla chemioterapia con

cisplatino aumenti sensibilmente (Song et al., 2017).
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2. OBIETTIVO DELLO STUDIO

Dati del nostro laboratorio e di altri ricercatori hanno mostrato che 1’elevata
espressione del miR-214 nelle cellule di OS promuove la progressione del tumore. In
particolare, il miR-214 promuove la proliferazione, la migrazione e 1’invasione delle cellule
di OS. Inoltre, ¢ stata osservata una correlazione tra i livelli di espressione del miR-214 ¢ la
resistenza alla chemio e radioterapia. Lo scopo di questo lavoro di tesi ¢ valutare il possibile
vantaggio terapeutico ottenuto dalla combinazione dell’inibizione del miR-214 associata ad
un farmaco standard per il trattamento dell’OS, il metotrexato. Per questo scopo verranno
esaminati gli effetti su proliferazione e migrazione di cellule di OS trattate con un inibitore

del miR-214, con metotrexato o con una combinazione di entrambi.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Colture cellulari

Sono state utilizzate le seguenti linee cellulari provenienti da ATCC (American Type
Culture Collection):
e HEK293T (cellule tumorali embrionali di rene umano)
e MGO63 (cellule di osteosarcoma isolate da un paziente maschio di 14 anni)
e U20S (cellule di osteosarcoma tibiale isolate da paziente femmina di 15 anni)
e A673 (cellule di muscolo isolate da una paziente femmina di 15 anni affetta da sarcoma
di Ewing)

e SK EN (cellule isolate da un paziente maschio di 18 anni affetto da sarcoma di Ewing)

Le cellule sono state mantenute in coltura in condizioni standard (37°C al 5% di CO;) in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contenente il 10 mM Glutamax e 4,5 g/1 di
glucosio (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), addizionato con il 10% di siero
bovino fetale inattivato con il calore (FBS), 1 mM di piruvato di sodio, 25 mM di HEPES
pH 7,4 e 100 pg/mL di gentamicina (tutto della Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

3.2 Trasfezione delle cellule.

Per ottenere una delezione (“knock-out™) del gene Hsa-miR-214 umano si ¢ adottato
un approccio CRISPR-Cas9. Le cellule HEK293T sono state trasfettate con il metodo del
calcio fosfato. 1500000 cellule HEK293T sono state trasfettate in piastra da 10 cm di
diametro rispettivamente con: 10 ng di un vettore vuoto di controllo esprimente la proteina
fluorescente verde pCMV-GFP (green fluorescent protein) e 10 ng di due vettori contenenti
rispettivamente le due guide PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3 clonati e gentilmente forniti
dalla Dr.ssa Balzac, Laboratorio Prof.ssa Emilia Turco (Molecular Biotechnolgy Center,
UniTo, Italy) (Figura 6) . Le guide PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3 sono state disegnate
utilizzando software:

e UCSC Genome Browser
e Integrated DNA Technologies
e CRISPOR
Si ¢ deciso di utilizzare in parallelo entrambe le sgRNA, in quanto sono risultate le piu

specifiche tra tutte le guide proposte dai diversi software. Le guide sono state
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successivamente clonate all’interno di un vettore puro PX459 (Figura 6) contenente al suo
interno anche una sequenza per Cas9, una resistenza all’ampicillina (AmpR) e una resistenza

alla puromicina (PuroR).

Una volta avuta la conferma della effettiva trasfezione grazie alla verifica
dell’espressione della proteina GFP al microscopio a fluorescenza EVOS FLoid Imaging
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), le cellule sono state selezionate
con un terreno contenente puromicina (1pg/ml). Grazie alla resistenza presente nei vettori
utilizzati sono state selezionate le cellule esprimenti in maniera stabile i plasmidi contenenti

le guide.
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CAGGCAGACACAT GACAACTCTGTCCA(E&&AGGCCCTTGGTTCCTTCAGG

TTTCCTTTGC 3

miR-214 sgRNA2 nel vettore PX459 miR-214 sgRNA3 nel vettore PX459

CACCCATGACAACTCTGTCCAGCC | CACCGAAGGAACCAAGGGCCTGG

AAACGGCTGGACAGAGTTGTCATG AAACGCCAGGCCCTTGGTTCCTTC
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Figura 6. Sequenze delle due guide scelte per la delezione (“knock-out”) di miR-214 sgRNA 2 e sgRNA 3.
A Sequenza del Hsa-miR-214 e appaiamento dei due RNA guida sgRNA 2 ¢ sgRNA 3. B Sequenze clonate in
PX459 per entrambi i sgRNA. C vettore PX459 in cui sono state clonate entrambe le sequenze sgRNA.
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Per ottenere la riduzione transiente dell’espressione del miR-214 (“knock -down”),
le cellule di OS MG63 sono state trasfettate con un inibitore di controllo (AM17010)
costituito da una sequenza casuale non funzionale (“scramble’) (anti-ctrl), un inibitore del
miR-214 (AM12124) costituito da una sequenza in grado di appaiarsi alla sequenza del miR-
214 e quindi di bloccarne la funzione (anti-miR-214) (tutti ottenuti da Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Per indurre invece la sovraespressione transiente del miR-
214 sono stati utilizzati dei “mimic” non funzionali di controllo (pre-ctrl, AM17110), un
“mimic” per il miR-214 (pre-miR-214, AMI17100) ed infine per indurre una
sovraespressione stabile per il miR-214 sono stati utilizzati un pLemiR-214 e il suo controllo
pLemiR-empty come descritto in (Penna et al., 2011). Per i saggi di proliferazione 4000
cellule MG63 sono state piastrate in ciascun pozzetto di una piastra per colture cellulari da
96 pozzetti o alternativamente 50000 in un pozzetto di una piastra da 24 pozzetti e trasfettate
con Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizzando il
metodo della trasfezione inversa (“reverse transfection”) per 16 ore (O/N “over night”).
Sono stati trasfettati anti-ctrl/ anti-miR-214 ad una concentrazione finale di 75nM e sono
stati utilizzati (5 pg/ml) di Lipofectamine™ 2000 per ogni pozzetto in terreno privo di
gentamicina secondo le indicazioni del protocollo fornite dal produttore. Il mattino seguente
la miscela di trasfezione ¢ stata rimossa. Per il saggio di motilita cellulare sono state piastrate
250000 in ciascun pozzetto di una piastra da 6 pozzetti e trasfettate con Lipofectamine™
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizzando il metodo della trasfezione

inversa (“reverse transfection””) O/N e le condizioni indicate precedentemente.

3.3 Estrazione del’RNA e qRT-PCR

L’RNA totale ¢ stato isolato grazie all’utilizzo del reagente TRIzol (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) secondo le istruzioni del produttore. Brevemente, sono stati
utilizzati 250 ul di reagente TRIzol per ciascun pozzetto di una piastra da 24 pozzetti. E stato
aggiunto il cloroformio e si ¢ proceduto alla centrifugazione (12600 rpm per 30 minuti a
4°C). 1l surnatante ottenuto, contenente I’RNA ¢ stato trasferito in una nuova provetta ed ¢
stato aggiunto 1’isopropanolo per precipitare ’'RNA (10 minuti a temperatura ambiente).
Successivamente, il campione ¢ stato sottoposto a centrifugazione (12600 rpm per 30 minuti
a 4°C), il surnatante ¢ stato eliminato e I’RNA presente sul fondo della provetta (pellet) ¢

stato lavato con etanolo 70% per due volte seguite da centrifugazione (7600 rpm per 15
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minuti a 4°C). L’RNA ¢ stato lasciato asciugare a temperatura ambiente e successivamente
risospeso in 20 pl di acqua priva di nucleasi e conservato a -80°C.

Per valutare I’espressione del miR-214 ¢ stata utilizzata la tecnica della Real Time
quantitativa preceduta da retrotrascrizione (QRT-PCR) utilizzando “primers” specifici per il
miR-214 TagMan MicroRNA Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) 10 ng di RNA totale per ciascun campione sono stati retrotrascritti usando microRNA
reverse transcription (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) secondo con le
istruzioni del produttore. La qRT-PCR ¢ stata eseguita impiegando il Tagman microRNA
assay Hsa-miR-214 (ID 002306) e la macchina per la PCR quantitativa QuantStudio 6
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Il piccolo RNA nucleare RNU44 ¢ stato
utilizzato per la normalizzazione Tagman microRNA assay U44 snRNA (ID001094). E’
stata effettuata una analisi di espressione relativa comparando i delta CT (valore soglia del
numero di cicli) dei campioni e utilizzando la seguente formula: 2-AACT in accordo con

Bookout e Mangelsdorf (Bookout and Mangelsdorf, 2003).

3.4 Proliferazione e vitalita cellulare

Per individuare I’IC50 (IC= concentrazione inibente) del MTX si ¢ deciso di
seminare 2500 cellule di MG63 per ciascun pozzetto in una piastra da 96 pozzetti e trattarle
con dosi crescenti di MTX (0,05 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM e 10 pM) in terreno normale.
La proliferazione ¢ stata valutata in un apposito strumento IncuCyte® Live-Cell Analysis
System (Sartorius) in grado di scattare foto a tempi definiti e per un determinato lasso di
tempo. Per questo esperimento sono state scattate 3 foto ogni 6 ore per 72 ore per ciascun
pozzetto. E stato quindi possibile seguire I’andamento della proliferazione cellullare e i dati
acquisiti sono stati elaborati utilizzando il “software” IncuCyte® Zoom. La quantificazione
di questo software si basa sul principio della confluenza cellulare presente all’interno della
piastra in ciascun tempo sperimentale. Per calcolare la confluenza ¢ necessario creare al
momento dell’analisi una maschera, ovvero un sistema che permette al programma di
individuare la posizione delle cellule e di discriminare I’area della cellula dal fondo della
piastra. Attraverso un algoritmo e I’intelligenza artificiale del “software” ¢ possibile stimare
la % di confluenza dell’immagine scattata in quel momento. Unendo tutti gli intervalli di
tempo per ogni condizione presente all’interno della piastra, ¢ possibile creare dei grafici

che rappresentino I’andamento della crescita cellulare.
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Per valutare 1’effetto dell’inibizione del miR-214 in combinazione con il MTX, le
cellule sono state trasfettate con un anti-ctrl e un anti-miR-214 come descritto sopra. Dopo
16 ore dalla trasfezione, le cellule sono state lavate 3 volte con un tampone fosfato salino
(PBS), il terreno di coltura ¢ stato sostituito con un terreno privo di FBS e le cellule incubate
per 16 ore per permetterne la sincronizzazione. Le cellule trasfettate sono quindi state
trattate con terreno normale o con terreno normale addizionato con il metotrexato (MTX)

0,5 uM.

In parallelo, sono state eseguite delle analisi di vitalita utilizzando il reagente CCK-
8 (Elabscience®). Le cellule MG63 sono state trasfettate come descritto sopra. Sono state
preparate due piastre da 96 pozzetti con le stesse condizioni descritte in precedenza. Al
tempo 0 (t=0) ore e poi dopo 72 ore (t=72) sono stati aggiunti 10 pl di reagente per ogni
pozzetto da analizzare, compresi 3 pozzetti considerati come controllo o bianco (“blank™)
contenenti solamente il terreno. Dopo 3 ore di incubazione I’assorbanza a 450 nm ¢ stata
valutata utilizzando lo spettrofotometro Victor X (PerkinElmer®). 11 valore di assorbanza o
densita ottica (OD, optical density) indicativo dell’indice di vitalitd ¢ stata ottenuta

OD t=72 ore— OD t=72 ore bianco
OD t=0 ore— OD t=0 ore bianco

utilizzando la seguente formula:

3.5 Motilita cellulare mediante valutazione della abilita di riparare la ferita o “wound

healing”

Le cellule sono state trasfettate con un anti-ctrl e un anti-miR- 214 come indicato in
precedenza e dopo circa 8 ore dal cambio di terreno, le cellule sono state staccate e riseminate
in una piastra da 48 pozzetti (6 pozzetti per ogni condizione) per I’esperimento di riparazione
della ferita o*““wound healing” e in una piastra da 24 pozzetti (1 pozzetto per condizione) per
estrarre ’'RNA e valutare ’avvenuta trasfezione. Dopo circa 16 ore, il terreno ¢ stato
sostituito con terreno privo di FBS per sincronizzare le cellule, bloccare la proliferazione e
stimolare la motilita. Dopo 8 ore, ¢ stata praticata la ferita a forma di croce per ogni pozzetto
con un puntale sterile da 200 pl di una micropipetta. Ogni pozzetto ¢ stato lavato 3 volte con
il PBS per rimuovere eventuali detriti dovuti all’incisione con il puntale, successivamente ¢
stato aggiunto alle cellule trasfettate con anti-ctrl e anti-miR-214 il terreno normale
contenente FBS con o senza MTX 0,5 uM. Il movimento bidimensionale ¢ stato misurato
calcolando la distanza della ferita al t=0, t=16 e t=24 ore. Sono state scattate 4 immagini
(una per ogni braccio della croce) per ogni pozzetto ad ogni tempistica analizzata utilizzando

il microscopio Leica DMil (Leica microsystems) dotato di camera Leica MC120 HD (Leica
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microsystems). Le immagini sono state quantificate utilizzando il programma Imagel
Software (https://imagej.net/ij/). | movimenti bidimensionali sono stati calcolati utilizzando

la formula per il calcolo della velocita di migrazione descritta in Grada et al., 2017.

3.6 Migrazione cellulare

Per misurare la migrazione cellullare, sono state seminate 75000 cellule U20S e
MG63 in terreni privi di siero nelle camere superiori degli inserti di coltura cellulare
(Transwell) con membrana di dimensione dei pori di 8,0 um (formato da 24 pozzetti, Becton
Dickinson, NJ). Le camere inferiori sono state riempite con terreni di crescita normali. Dopo
18 ore, le cellule migranti presenti sul lato inferiore della membrana sono state fissate in
gluteraldeide al 2,5%, colorate con cristalvioletto allo 0,1% e fotografate utilizzando un

microscopio Olympus 1X70.

3.7 Analisi di sopravvivenza

Le analisi di associazione di sopravvivenza sono state eseguite utilizzando il software
statistico SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e la suite di strumenti “software”
Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Il metodo delle caratteristiche operative del
ricevitore (ROC) ¢ stato utilizzato per classificare i campioni in base all'espressione del
miRNA-214. Le curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier sono state utilizzate per stimare 1
modelli tempo-evento. Le differenze di rischio tra i due gruppi sono state valutate utilizzando
il test dei ranghi logaritmici di Mantel-Haenszel. L'associazione di sopravvivenza in pazienti
con alti livelli di miR-214 ¢ stata valutata in GSE39058 su una numerosita campionaria pari
an=47 (Kelly et al., 2013). Si ringrazia la Dott.ssa Aurora Savino per aver condotto 1’analisi

bioinformatica.

3.8 Predizione dei farmaci

Per identificare una serie di farmaci la cui efficacia possa beneficiare di una
inibizione dell’espressione del miR-214, ¢ stata condotta una analisi bioinformatica sui dati
depositati in CCLE, Cancer Cell Line Encyclopedia, (Ghandi et al., 2019) e GDSC,
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer, (Iorio et al., 2016) a partire da un pannello di cellule

di OS.

3.9 Analisi statistica
I risultati vengono visualizzati come media di tre replicati biologici + deviazione

standard (SD) o + errore standard della media (SEM), come indicato. Il t-test ¢ stato
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utilizzato per analisi parametriche tra due gruppi. Quando sono stati eseguiti confronti per
piu di due gruppi ¢ stato scelto il test ANOVA per le analisi parametriche. * = P <0,05; **
=P <0,01; *** =P <0,001; **** =P <(0,0001 sono stati considerati statisticamente

significativi.

4. RISULTATI

4.1 11 miR-214 promuove la progressione dell’OS ed ¢ implicato nella risposta alla
terapia

Come descritto nell’introduzione ¢ stato dimostrato che il miR-214 promuove la
crescita, la migrazione e I’invasione delle cellule di OS e risulta sovraespresso in campioni
di pazienti di OS caratterizzati da cattiva prognosi (Cai et al., 2018; Xu and Wang, 2014).
Abbiamo quindi verificato in una serie di dati di espressione di miRNA derivati da campioni
di pazienti affetti da OS (n=47) disponibili pubblicamente (GSE39058, Kelly et al., 2013)
se 1 livelli di miR-214 correlassero con I’intervallo libero da malattia (DFS). Come mostrato
in Figura 7, ¢ stato osservato un ridotto intervallo da malattia (p=0.0033) in pazienti che

esprimono alti livelli del miR-214 .
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Figura 7. Sopravvivenza dei pazienti affetti da OS in relazione ai livelli di espressione del miR-214. Analisi
di Kaplan Meier sulla serie di dati GSE39058(Kelly et al., 2013), contenente i dati di espressione per 47
campioni di OS p=0,003 (grazie alla Dott.ssa Aurora Savino).

Successivamente, sono stati valutati i livelli di espressione del miR-214 in un

pannello di cellule di OS (MG63 e U20S) e di sarcoma di Ewing (A673 e SK EN). Come
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mostrato in Figura 8, le cellule analizzate hanno mostrato livelli variabili di miR-214, con

le cellule U20S che presentano i livelli piu elevati di espressione.
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Figura 8. Livelli di espressione del miR-214 in linee cellulari di OS e di sarcoma di Ewing. Analisi dei
livelli di espressione del miR-214 in un pannello di cellule di OS (MG63 e U20S) e di sarcoma di Ewing
(A673, SK EN) mediante qRT-PCR. I risultati sono mostrati come “fold change” (media £ SD dei triplicati)
relativi alla mediana di espressione normalizzati su RNU44. Sono stati condotti due esperimenti indipendenti
e ne ¢ mostrato uno rappresentativo. SD= deviazione standard

Per verificare che il miR-214 effettivamente promuovesse i tratti metastatici delle
cellule di OS, la migrazione di cellule U20S trasfettate con un miRNA “mimic” per il miR-
214 (pre-miR-214) o con un miRNA “mimic” di controllo (sequenza casuale; pre-ctrl) e di
cellule MG63 sovraesprimenti stabilmente il miR-214 o trasdotte con il vettore di controllo
(pLemiR-empty) ¢ stata valutata tramite il saggio Transwell. Come mostrato in Figura 9, la

sovraespressione del miR-214 aumenta la capacita delle cellule di OS di migrare.
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Figura 9. Saggio di migrazione in linee cellulari di OS. Analisi della migrazione mediante saggio “transwell”
di cellule di OS trasfettate (U20S) o con un miRNA “mimic” specifico per il miR-214 (pre-miR-214) o con
un “mimic” di controllo (pre-ctrl) o trasdotte (MG63) con un vettore di controllo pLemiR-empty o con un
vettore contenente la sequenza del miR-214 (pLemiR-214).1 risultati sono mostrati come la media + SD dei
triplicati dell’area occupata dalle cellule migrate dopo 18 h. Sono stati condotti due esperimenti indipendenti
e ne ¢ mostrato uno rappresentativo. SD= deviazione standard. **P<0,01

Poiché i dati della letteratura mostrano un coinvolgimento di miR-214 nella
radiosensibilita e nella chemiosensibilita delle cellule di OS sia in vitro che in vivo (Song et
al., 2017), ¢ stata effettuata una analisi bioinformatica utilizzando i dati presenti nel CCLE
(Cancer Cell Line Encyclopedia) (Ghandi et al., 2019) e nel GDSC (Genomics of Drug
Sensitivity in Cancer) (Iorio et al., 2016) per identificare dei trattamenti che possano
beneficiare di una riduzione dell’espressione del miR-214 per aumentare la loro efficacia.
Le diverse linee cellulari di OS (HOS, U20S, Saos-2, MG-63, G-292-Clone-A141B1) sono
state suddivise in due gruppi in base ai livelli di espressione di miR-214. Successivamente
sono state identificate 11 molecole che mostrano un aumento della concentrazione inibente
50 (IC50), ovvero la concentrazione necessaria per inibire la crescita cellulare del 50% nelle
linee con livelli piu alti di miR-214 (Tabella 2), tra cui spicca il metotrexato (MTX), uno dei
trattamenti di elezione utilizzato nella clinica per I’OS. Per questi motivi, abbiamo deciso di
valutare 1’efficacia del MTX in combinazione all’inibizione del miR-214 nel ridurre

I’aggressivita delle cellule di OS.
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Tabella 2. Elenco delle 11 molecole per il quale un’alta espressione del miR-214 nelle cellule di OS é
correlata con un’aumentata IC50. (grazie alla Dott.ssa Aurora Savino).

Composto p-Value

Methotrexate 0,04975737
WZ3105 0,03629635
IMD-0354 0,00461399
SL0101 0,01044502
JNK Inhibitor VIII 0,01444297
Serdemetan 0,04717613
Cavpivasertib 0,01007917
57)-7-Oxozeaenolo 0,02371459
Piperlongumine 0,04522156
AZD6738 0,02049792
TTK 3146 0,04625319

IC= concentrazione inibente

4.2 Generazione di un modello cellulare deleto (“knock-out”) del gene Hsa-miR-214

mediante il sistema CRISPR-Cas9

Per valutare I’efficacia della combinazione del metotrexato (MTX) e dell’inibizione
del miR-214 nel ridurre I’aggressivita delle cellule di OS, abbiamo deciso di generare un
modello di cellule di OS deleto per il gene Hsa-miR-214 “knock-out” utilizzando il sistema
CRISPR-Cas9. Prima di procedere alla generazione del modello “knock-out” di OS
abbiamo deciso di verificare I’efficacia della delezione nelle cellule HEK293T, note per la
loro alta efficienza di trasfezione. Per ottimizzare le condizioni di trasfezione, inizialmente
abbiamo trasfettato le cellule HEK293T con un vettore plasmidico (pCMV-GFP) contenente
la sequenza per la proteina verde fluorescente (GFP) utilizzando il metodo del calcio fosfato.
Dopo 24 ore dalla trasfezione, 1’efficienza di trasfezione ¢ stata valutata al microscopio a
fluorescenza. Come ¢ possibile osservare dalle immagini (Figura 10), le cellule trasfettate

hanno mostrato una buona efficienza di trasfezione intorno all’80%.
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Figura 10. Verifica del livello di trasfezione in HEK293T trasfettate con il vettore pCMV-GFP. Immagini
rappresentative al microscopio a fluorescenza delle cellule HEK293T di controllo non trasfettate A o trasfettate
con un vettore pPCMV-GFP B dopo 24 ore dalla trasfezione, acquisite sia nel campo visibile (pannelli superiori)
sia in fluorescenza a 475-510 nm (pannelli inferiori).

Una volta ottimizzate le condizioni di trasfezione, abbiamo trasfettato le cellule
HEK293T con il plasmide esprimente GFP (pCMV-GFP) usato come controllo e con i due
plasmidi contenenti ciascuno un RNA guida (PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3) insieme
alla sequenza per Cas9. Una volta trasfettate le cellule, abbiamo controllato I’avvenuta
trasfezione mediante valutazione dell’espressione della proteina GFP nelle cellule di
controllo al microscopio a fluorescenza, mentre non ¢ stato possibile effettuare questo tipo
di analisi per le cellule trasfettate con PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3 in quanto il
costrutto utilizzato ¢ privo della sequenza del gene della GFP, ma ¢ comunque stata valutata
la vitalita delle cellule dopo la trasfezione (Figura 11). Dal momento che i vettori PX459
sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3 contengono un gene per la resistenza alla puromicina, le cellule
trasfettate sono state sottoposte a selezione per 7 giorni. Dalle cellule esprimenti i plasmidi
PX459 sgRNA 2, PX459 sgRNA 3 e dalle cellule di controllo (portate a confluenza
paragonabile), ¢ stato estratto I’RNA per valutare 1’espressione del miR-214, dopo la
delezione, mediante una PCR quantitativa Real Time preceduta da retrotrascrizione specifica

per il miR-214 e per il piccolo RNA nucleare U44 usato come normalizzatore. Come ¢
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possibile osservare dal grafico in Figura 12, le cellule che esprimono i vettori PX459 sgRNA
2 e PX459 sgRNA 3 mostrano una riduzione dell’espressione del miR-214 rispetto alle
cellule di controllo, ma non ¢ stato possibile osservare una totale assenza di espressione del
miR-214 come era invece atteso in seguito alla delezione del gene mediante sistema

CRISPR-Cas9.

A pCMV-GFP B  PX459 sgRNA2 C  PX459 sgRNA3
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Figura 11. Trasfezione dei costrutti per la delezione del gene Hsa-miR-214 (“knock-out”) utilizzando un
approccio CRISPR-Cas9. Immagini rappresentative al microscopio a fluorescenza delle cellule HEK293T
trasfettate con un vettore pPCMV-GFP A o con i vettori PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA3 B,C dopo 24 ore
dalla trasfezione acquisite sia nel campo visibile (pannelli superiori) sia in fluorescenza a 475-510 nm (pannelli
inferiori).
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Figura 12. Espressione del miR-214 nelle cellule HEK293T trasfettate con pCMV-GFP, PX459 sgRNA 2
e PX459 sgRNA 3. Analisi dei livelli di espressione del miR-214 mediante qRT-PCR in cellule HEK293T
trasfettate con il vettore pPCMV-GFP (usate come controllo) e con i vettori PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA3,
rispettivamente. I risultati sono mostrati come “fold change” (media + SD dei triplicati) relativi alla media di
espressione delle cellule di controllo (pCMV-GFP) e normalizzati su RNU44. Sono stati condotti due
esperimenti indipendenti e ne ¢ mostrato uno rappresentativo. SD= deviazione standard.**P<0,01.

4.3 L’inibizione dell’espressione del miR-214 (“knock-down”) in combinazione con il
metotrexato non mostra alcun vantaggio nell’inibire la proliferazione nelle cellule di

OS.

Visto I’insuccesso nel generare un modello deleto (“knock-out”) per I’espressione di
miR-214 abbiamo deciso di usare un approccio alternativo per inibire I’espressione del miR-
214 mediante ’utilizzo di un anti-miR-214 (“knock-down”) e combinare 1’inibizione del

miR-214 con il trattamento con metotrexato (MTX).

Per individuare la corretta concentrazione di MTX da utilizzare nei nostri esperimenti
abbiamo analizzato lo studio di Bazavar e colleghi (Bazavar et al., 2020). In questo lavoro ¢
stato dimostrato che I’ IC50 di MTX sulla linea MG63 ¢ pari a 0,5 uM (Bazavar et al., 2020).
Prendendo spunto da questo lavoro, abbiamo deciso di verificare 1’effetto di diverse
concentrazioni di MTX sulla proliferazione delle cellule MG63. Abbiamo osservato che
I’efficacia della concentrazione 0,5uM di MTX equivalente all’IC50 precedentemente

riportato in letteratura (Bazavar et al., 2020), ha inibito la proliferazione cellulare del 50%
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nel nostro modello (Figura 13). Abbiamo deciso quindi di utilizzare questa concentrazione

per i successivi esperimenti.

Per valutare se I’inibizione dell’espressione di miR-214 in combinazione con il MTX
potesse avere un vantaggio nell’inibire la proliferazione delle cellule di MG63 rispetto ai
singoli trattamenti, le cellule MG63 sono state trasfettate transientemente con un inibitore
specifico per il miR-214 (anti-miR-214) o con una sequenza di controllo (anti-ctrl). Il giorno
successivo alla trasfezione le cellule sono state poste in terreno privo di siero per favorirne
la sincronizzazione e successivamente trattate con terreno normale oppure terreno normale

addizionato di MTX 0,5 uM.
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Figura 13. Proliferazione delle cellule MG63 trattate con differenti concentrazioni di MTX. Proliferazione
delle cellule MG63 trattate con concentrazioni di MTX crescenti, come indicato in figura, e analizzate
utilizzando lo strumento IncuCyte® Live-Cell Analysis System. A Immagini rappresentative delle cellule per
ogni condizione a t=0 e a t=72 ore. B Curva di proliferazione ottenuta dall’analisi delle immagini. Sono state
scattate 3 foto per ogni pozzetto, ogni 6 ore per 72 ore e le immagini sono state quantificate utilizzando il
software IncuCyte® Zoom. Sono stati condotti tre esperimenti indipendenti e i valori sono il risultato della
media + SEM di tre replicati biologici. SEM= errore standard della media. * = P <0,05; **** =P <0,0001.
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L’analisi di proliferazione ¢ stata condotta in tempo reale con lo strumento
IncuCyte® che presenta al suo interno degli obiettivi che consentono di fotografare in
autonomia ogni singolo pozzetto della piastra ad intervalli regolari per un determinato
periodo di tempo. Grazie alle immagini scattate e all’utilizzo di un “software” ¢ possibile
valutare 1’andamento della crescita cellulare in ogni pozzetto. La proliferazione ¢ stata
valutata in un lasso di tempo di 72 ore. Contrariamente a quanto atteso, dall’analisi dei dati
non ¢ emersa alcuna differenza significativa tra le cellule trasfettate con I’inibitore del miR-
214 (anti-miR-214) o con il controllo (anti-ctrl) mantenute in terreno normale e le cellule
trasfettate nello stesso modo e trattate con terreno contenente MTX 0,5 puM (anti-ctrl MTX
e anti-miR-214 MTX) come mostrato dal grafico e dalle immagini rappresentative di singoli
pozzetti scattate al t= 0, t= 24, t= 48 ¢ t= 72 ore (Figura 14). E risultata apprezzabile solo
una riduzione, se pur non statisticamente significativa, tra le cellule trasfettate con anti-ctrl
e anti-miR-214 mantenute in terreno normale e le cellule trasfettate nello stesso modo e
trattate con MTX 0,5 uM. L’avvenuta inibizione dell’espressione del miR-214 ¢ stata
valutata mediante PCR quantitativa Real Time preceduta da retrotrascrizione specifica per il
miR-214 e per il piccolo RNA nucleare U44 usato come normalizzatore. Come ¢ possibile
osservare in Figura 16, il livello di espressione del miR-214 ¢ risultato ridotto nelle cellule
trasfettate con 1’anti-miR-214 rispetto alle cellule trasfettate con la sequenza controllo (anti-

ctrl).
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Figura 14. Proliferazione in cellule MG63 trattate con un approccio combinato anti-miR-214 e MTX:
analisi con lo strumento IncuCyte®. Proliferazione delle cellule MG63 trasfettate con un inibitore del miR-
214 (anti-miR-214) o con un controllo negativo (anti-ctrl) non trattate o sottoposte a trattamento con 0,5 pM
MTX e analizzate utilizzando lo strumento IncuCyte® Live-Cell Analysis System. A Immagini rappresentative
delle cellule per ogni condizione a t=0 e a t=72 ore. B Curva di proliferazione ottenuta dall’analisi delle
immagini. Sono state scattate 3 foto per ogni pozzetto, ogni 6 ore per 72 ore e le immagini sono state
quantificate utilizzando il software IncuCyte® Zoom. Sono stati condotti tre esperimenti indipendenti e i valori
sono il risultato della media + SEM di tre replicati biologici. SEM= errore standard della media, ns =non
significativo.

Per avere una conferma del risultato di proliferazione ottenuto con IncuCyte®, ¢ stato
utilizzato in parallelo il reagente CCK-8 (Elabscience®) per valutare la vitalita cellulare.
Questo saggio si basa sul principio che questo reagente puo essere ridotto a formazano
arancione in presenza di un reagente di accoppiamento elettronico da alcune deidrogenasi
situate nei mitocondri. La quantita di formazano prodotta sara direttamente proporzionale al

numero di cellule vive e pud essere misurato come assorbanza o denista ottica (DO) a 450
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nm. Le cellule sono state trasfettate e trattate come indicato in precedenza e al t=0 e t=72 ore
¢ stata effettuata I’analisi con CCK-8. In questa analisi di vitalita (Figura 15) ¢ stata osservata
una differenza significativa (P < 0,01) tra le cellule trasfettate con il controllo (anti-ctrl) e le
cellule trattate con I’inibitore specifico per miR-214 (anti-miR-214) mantenute in terreno
normale e le cellule trasfettate nello stesso modo e trattate con MTX 0,5 uM (anti-ctrl MTX
e anti-miR-214 MTX) in terreno normale, suggerendo che la vitalita tra le due coppie di
gruppi ¢ influenzata esclusivamente dall’utilizzo del chemioterapico MTX, ma non
dall’inibizione del miR-214. I livelli ottenuti in seguito alla trasfezione transiente sono stati
verificati mediante analisi di PCR quantitativa Real Time preceduta da retrotrascrizione
(qRT-PCR). Come ¢ possibile osservare dai grafici in Figura 16, I’espressione del miR-214
¢ risultata ridotta in seguito alla trasfezione delle cellule con I’inibitore specifico (anti-miR-
214) se comparata con I’espressione osservata nelle cellule trasfettate con il controllo (anti-

ctrl).
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Figura 15. Vitalita cellulare valutata in cellule MG63 trattate con un approccio combinato anti-miR-214
e MTX: analisi con saggio CCK-8 . Vitalita cellulare in cellule MG63 trasfettate con un inibitore del miR-
214 (anti-miR-214) o con un controllo negativo (anti-ctrl) non trattate o sottoposte a trattamento con 0,5 pM
MTX e analizzate mediante il saggio CCK-8. La vitalita cellulare ¢ stata valutata a t=0 e t=72 ore mediante
lettura dell’assorbanza o densita ottica (DO) ad una lunghezza d’onda di 450 nm dopo 1’aggiunta del reagente
CCKS. Sono stati eseguiti 3 esperimenti indipendenti in triplicato e i risultati sono presentati come le medie
delle assorbanze + (SD) dei tre esperimenti al t= 72 ore, normalizzate sul t=0 ore. SD= deviazione standard.
ns= non significativo; ** =P <0,01.
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Figura 16. Espressione del miR-214 in cellule MG63 in seguito a inibizione con anti-miRNA specifico.
Analisi dei livelli di espressione del miR-214 in cellule MG63 trasfettate con un inibitore del miR-214 (anti-
miR-214) o con un controllo negativo (anti-ctrl). Sono stati eseguiti tre esperimenti indipendenti in triplicato e
i risultati presentati come “fold change” (media + SEM dei triplicati) relativi alla media di espressione delle
cellule di controllo (anti-ctrl) normalizzati su RNU44. SEM=errore standard medio.* = P<0,05.

4.4 L’inibizione dell’espressione del miR-214 (“knock-down”) in combinazione con il

metotrexato non mostra alcun vantaggio nel bloccare la motilita delle cellule di OS.

Un ulteriore parametro di aggressivita delle cellule tumorali ¢ rappresentato dalla
loro mobilita. La migrazione su modelli bidimensionali di cellule MG63 ¢ stata valutata
attraverso il saggio di riparazione della ferita o “wound healing”. Per verificare se
I’inibizione dell’espressione di miR-214 in combinazione con il metotrexato (MTX) potesse
influenzare la motilita delle cellule di OS, le cellule MG63 sono state trasfettate
transientemente con un inibitore specifico per il miR-214 (anti-miR-214) o con una sequenza
di controllo (anti-ctrl). Il giorno successivo alla trasfezione le cellule sono state staccate,
poste in un terreno privo di siero e il giorno successivo ¢ stata praticata una ferita a croce sul
tappeto di cellule confluenti. Le immagini delle ferite sono state acquisite dopo 0, 16 e 24
ore (Figura 17A). Sebbene dopo 16 ore non ci fosse alcuna variazione statisticamente
significativa (Figura 17B), dopo 24 ore le cellule trattate con MTX (anti-ctrl MTX, anti-
miR-214 MTX) e le cellule trasfettate con il solo anti-miR-214, hanno mostrato una
riduzione statisticamente significativa della motilitd, ma non abbiamo evidenziato altre
differenze. Non ¢ stato quindi osservato alcun vantaggio dato dal trattamento combinato che

prevede I’inibizione del miR-214 e il trattamento con MTX 0,5 uM (Figura 17).
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I livelli di espressione del miR-214 ottenuti in seguito alla trasfezione transiente sono
stati verificati mediante analisi di PCR quantitativa Real Time preceduta da retrotrascrizione
(qRT-PCR). Come ¢ possibile osservare dal grafico in Figura 18, I’espressione del miR-214
¢ risultata ridotta in seguito alla trasfezione delle cellule con I’inibitore specifico (anti-miR-
214) se comparata con I’espressione osservata nelle cellule trasfettate con il controllo (anti-

ctrl).
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Figura 17. Motilita cellulare valutata in cellule MG63 trattate con un approccio combinato anti-miR-214
e MTX: saggio di riparazione della ferita o “wound healing”. Analisi della motilita cellulare mediante
saggio di riparazione della ferita o “wound healing” in cellule MG63 trasfettate con un inibitore del miR-214
(anti-miR-214) o con un controllo negativo (anti-ctrl) non trattate o sottoposte a trattamento con 0,5 uM MTX.
A Immagini rappresentative delle ferite acquisite per ogni condizione sperimentare a t=0, t=16 e t=24 ore. B,
C I grafici rappresentano la velocita di migrazione delle cellule a t=16 e t=24 ore dal momento in cui ¢ stata
praticata la ferita. Sono stati eseguiti tre esperimenti indipendenti in triplicato e i risultati presentati come media
+ SEM della distanza/tempo (um/ora) coperta dalle cellule migranti calcolata su 4 immagini per ogni triplicato.
SEM=errore standard medio. ns= non significativo; ** =P<0,01.
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Figura 18. Espressione del miR-214 in cellule MG63 in seguito a inibizione con anti-miRNA specifico.
Analisi dei livelli di espressione del miR-214 in cellule MG63 trasfettate con un inibitore del miR-214 (anti-
miR-214) o con un controllo negativo (anti-ctrl). Sono stati eseguiti tre esperimenti indipendenti in triplicato e
i risultati presentati come “fold change” (media + SEM dei triplicati) relativi alla media di espressione delle
cellule di controllo (anti-ctrl) normalizzati su RNU44. SEM=errore standard medio. **** =P <0,0001.
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5. DISCUSSIONE

E ormai ampiamente noto che i livelli di miR-214 sono elevati in diversi tipi di
tumore, tra cui quello al seno, al pancreas, nel melanoma, e nell’osteosarcoma (Penna et al.,
2011; Z. Wang et al., 2014; Xu and Wang, 2014) e che generalmente correlano con una
prognosi infausta (Cole et al., 2022; Z. Wang et al., 2014). In particolare, ¢ stato dimostrato
che una sovraespressione del miR-214 in linee cellulari di OS ¢ in grado di promuovere la
proliferazione (Zhu et al., 2017) e la capacita delle cellule di migrare e invadere (Cai et al.,
2018; Xu and Wang, 2014). Inoltre, alti livelli di miR-214 sono stati associati con
I’insorgenza di radio- (Li et al., 2019) e chemio- (Song et al., 2017) resistenza in cellule di
OS, suggerendo un suo coinvolgimento nei meccanismi di resistenza alle terapie. In questo
lavoro di tesi, ci siamo proposti di valutare se 1’inibizione del miR-214 potesse favorire la
risposta delle cellule di OS ad un serie di farmaci la cui efficacia risulta inferiore in presenza
di alti livelli di miR-214. A tale scopo, abbiamo identificato, attraverso un’analisi
bioinformatica, 11 potenziali farmaci la cui IC50 risulta aumentata in presenza di alti livelli
di miR-214 e per i quali una concomitante inibizione dell’espressione di miR-214 potrebbe
risultare in un aumento della loro efficacia. Essendo il metotrexato (MTX) uno dei farmaci
correntemente utilizzati in clinica per il trattamento dell’OS e facendo parte della lista degli
11 farmaci individuati dall’analisi bioinformatica, abbiamo deciso di verificare se
effettivamente ’efficacia del MTX potesse aumentare in presenza di bassi livelli di miR-

214.

A tale scopo abbiamo pensato di generare un modello deleto per I’espressione del
miR-214 adottando un approccio CRISPR/Cas9 e utilizzando i plasmidi contenenti 2
differenti RNA guida diretti contro la sequenza del miR-214 e la Cas9 che ci sono stati forniti
dal laboratorio della Prof.ssa Turco (Molecular Biotechnolgy Center, UniTo, Italy). Per
mettere a punto il protocollo di delezione del gene Hsa-miR-214, abbiamo scelto di usare le
cellule HEK293T caratterizzate da un elevato livello di trasfettabilita. Nonostante il successo
della trasfezione, come si puo evincere dalla sopravvivenza delle cellule alla selezione con
puromicina, il cui gene PuroR ¢ contenuto nei plasmidi PX459 sgRNA 2 e PX459 sgRNA 3
(Figura 6), non abbiamo osservato una totale ablazione dell’espressione del miR-214, ma
solo una riduzione della sua espressione. Le ragioni di questo successo parziale potrebbero
essere molteplici. E possibile, per esempio, che la modificazione della sequenza ottenuta in
seguito alla nostra trasfezione sia avvenuta a carico di una sola copia del gene del miR-214

cio¢ in una condizione di eterozigosi € non in omozigosi come desiderato. Ci proponiamo
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quindi di verificare a livello genomico la presenza della alterazione di sequenza desiderata
mediante PCR della regione interessata dalla modificazione seguita da sequenziamento.
Inoltre, ¢ necessario considerare la complessita del /ocus del gene Hsa-miR-214. Come
descritto in Figura 5, il gene del miR-214 si trova all’interno del gene della Dinamina-3,
dove ¢ presente anche un lungo RNA antisenso non codificante (DNM3os). Inoltre, a 6kb
dal gene Hsa-miR-214, si trovano le sequenze dei geni codificanti per i miR-199a-2 e miR-
3120. Il contesto genico cosi complesso ha imposto restrizioni di sequenza importanti
durante il disegno degli RNA guida che possono aver pregiudicato la funzionalita delle
sequenze. Nonostante ci0, un simile approccio rimane comunque applicabile in seguito ad
ulteriore ottimizzazione, come testimoniato dalla delezione del gene Hsa-miR-214 ottenuta
da Sen e colleghi in cellule di cancro della cervice (Sen et al., 2020). Sebbene le guide
utilizzate in questo lavoro si siano dimostrate efficaci, 1’allineamento delle sequenze
utilizzate con la sequenza del gene di miR-214 non ha prodotto alcuna corrispondenza. Non
essendo presenti in letteratura altri lavori che utilizzino il sistema CRISPR/Cas9,
procederemo con I’ottimizzazione delle condizioni di utilizzo delle nostre sequenze. Infine,
un’altra possibile spiegazione potrebbe celarsi nella linea cellulare usata, le HEK293T.
Essendo cellule di carcinoma embrionale renale ¢ plausibile che queste cellule presentino
elevati livelli di miR-214, a causa di possibili amplificazioni e duplicazioni del gene da
verificare a livello genomico. Inoltre, ci proponiamo di provare a depletare il gene del miR-
214 in una linea cellulare non tumorale ad elevata trasfettabilita per verificare se in questo

caso il sistema funzioni in modo piu efficiente di quanto osservato nelle cellule tumorali.

Per ovviare alle criticita evidenziate da questo approccio, abbiamo deciso di
utilizzare un metodo diverso volto all’inibizione del miR-214 mediante 1’utilizzo di un anti-
miRNA-214, un oligonucleotide antisenso, che inibendo 1’espressione del miRNA, ne
dovrebbe ridurre anche i suoi effetti pro-tumorali. Abbiamo quindi inibito 1’espressione del
miR-214 in cellule di OS in assenza o in presenza di MTX ed effettuato un saggio di
proliferazione, vitalitd e di migrazione per valutare se il trattamento combinato avesse un
vantaggio rispetto ai singoli trattamenti. Per la proliferazione e la vitalita cellulare sono state
utilizzate due metodiche differenti 1I’'IncuCyte® e il saggio CCK-8. Con Il'impiego
dell’IncuCyte® non sono state osservate differenze statisticamente significative nei singoli
trattamenti e nel trattamento combinato, mentre il saggio CCK-8 ci ha permesso di osservare
una riduzione della vitalita in seguito al trattamento con MTX sia in presenza di un anti-
miRNA di controllo sia in presenza di anti-miR-214; mentre nessuna riduzione di vitalita ¢

stata osservata in seguito al singolo trattamento con anti-miR-214, in disaccordo con la
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letteratura (Cai et al., 2018; Xu and Wang, 2014). Per quanto riguarda i risultati ottenuti con
Incucyte®, I’assenza di differenze significative in tutte le condizioni potrebbe essere dovuta
ad un problema nella creazione della maschera, ovvero il sistema con cui il “software”
dell’IncuCyte®, attraverso un algoritmo, individua le cellule per 1’ analisi delle immagini.
Dalle analisi di vitalita con CCK-8 si ¢ potuto osservare come non vi sia un miglioramento

della sensibilita al MTX nelle cellule MG63 trattate con anti-miR-214.

Come detto precedentemente, miR-214 promuove i tratti metastatici delle cellule di
OS quali migrazione e invasione (Cai et al., 2018; Xu and Wang, 2014), abbiamo quindi
valutato I’effetto del trattamento singolo e combinato sulla capacita delle cellule di muoversi
in un saggio di riparazione della ferita (“wound healing”). Abbiamo osservato come
I’inibizione di miR-214 sia in grado di ridurre la capacita delle cellule MG63 di muoversi,in
accordo con la letteratura (Cai et al., 2018; Xu and Wang, 2014) e i nostri dati di laboratorio.
Tuttavia, il trattamento combinato di inibizione di miR-214 ¢ MTX non ha mostrato alcun
vantaggio nel diminuire la capacita di migrazione delle cellule MG63. Alla base del fatto
che non abbiamo osservato sinergia tra I’inibizione di miR-214 e il trattamento con MTX,
potrebbe esserci il fatto che le cellule di MG63 non presentano livelli di miR-214 molto
elevati in basale. Potrebbe risultare interessante effettuare saggi di proliferazione su una
seconda linea cellullare di OS, come ad esempio le U20S che esprimono livelli piu alti di
miR-214 a livello basale. E necessario anche considerare che nella lista dei farmaci predetti
MTX presentava un p-value di 0,05; mentre altri farmaci mostravano un p-value
sensibilmente migliore. Questo potrebbe anche spiegare perché non sia stato osservato alcun
vantaggio dal trattamento combinato di inibizione di miR-214 e MTX. Per quanto riguarda
gli altri farmaci individuati dalla nostra analisi, per alcuni di essi (JNK inhibitor VIII,
Capivasertib, 57)-7-Oxozeaenol, AZD6738 e TTK 3146) non sono noti in letteratura studi
che ne provino I’utilizzo in OS. Al contrario, per il composto WZ3105, Mrozek e colleghi
hanno mostrato un suo effetto inibitorio sulla proliferazione cellulare di cellule CAL72 di
OS (Mrozek et al., 2021). Chen e colleghi hanno invece dimostrato come 1’utilizzo di IMD-
0354 sia in grado di ridurre la proliferazione e la migrazione in cellule MG63 e U20S (Chen
et al., 2021). Anche per il composto SLO101, ¢ stata dimostrata la sua efficacia nel ridurre la
proliferazione, la migrazione e la sintesi proteica in cellule di OS (Sun et al., 2023) attraverso
la sua azione inibitoria sul bersaglio molecolare RSK (Ribosoma S6 Kinase). I trattamento
con Serdemetan, invece, riduce le dimensioni del tumore di OS in modelli murini (Smith et
al., 2012) e infine, Piperlongumine, utilizzato su cellule MG63, nel lavoro condotto da Zhou

e colleghi blocca il ciclo cellulare e aumenta il livello di apoptosi (Zhou et al., 2020).
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Essendo la maggior parte di questi dei farmaci gia utilizzati in OS, se pur non in clinica e
avendo questi composti un’elevata significativita statistica nella nostra analisi, potrebbe
essere utile in futuro focalizzarsi sull’utilizzo di questi composti in combinazione con

I’inibizione di miR-214.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, gli esperimenti condotti hanno dimostrato che la sola inibizione di
miR-214 in cellule di OS non ha effetti sulla proliferazione cellulare ma solo sulla
migrazione. Tuttavia, benché il miR-214 riduca la capacita migratoria delle cellule MG63,
non ¢ stato osservato alcun vantaggio nel trattamento combinato con MTX come invece
ipotizzato sulla base della nostra analisi bioinformatica. Nonostante ci0, ulteriori analisi su
linee di OS esprimenti alti livelli di miR-214 o coltivate in sistemi 3D che piu si avvicinano
alle condizioni in vivo sono necessari per escludere un effetto sinergico in contesti dove i
livelli di miR-214 risultino elevati. Inoltre, la nostra predizione ha portato all’identificazione
di altri 10 composti, la cui efficacia potrebbe beneficiare dell’inibizione del miR-214, ci

proponiamo quindi in futuro di valutare altri farmaci presenti nella nostra lista.
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