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Introduzione

Complessita del genoma tumorale

Storicamente, il concetto che il genoma svolga un ruolo centrale nello sviluppo del cancro ¢
stato proposto fin dall’inizio del 20° secolo, quando Boveri identifico le alterazioni
cromosomiche come fenomeno caratteristico delle cellule tumorali. Quell’ipotesi ¢ stata
progressivamente consolidata dalle scoperte che il DNA rappresenta la base chimica dell’eredita
(1), che agenti genotossici causano il cancro (2), che le aberrazioni cromosomiche correlano con
1 tumori ematologici (3) e piu recentemente con le scoperte degli oncogeni (4) e dei geni tumour
suppressor (5). Su queste basi ¢ fondata ’idea che il cancro sia la conseguenza dell’accumulo
sequenziale di mutazioni nel DNA di geni rilevanti. Coerentemente con questa ipotesi, uno degli
obiettivi principali della ricerca oncologica attuale ¢ 1’identificazione di mutazioni ricorrenti,
ritenuti tipici marcatori genetici tumorali (6).

Recenti progressi tecnologici, (7, 8) hanno potenziato la capacita di identificare alterazioni
nel DNA delle cellule tumorali con lo scopo di realizzare un catalogo di tutte le mutazioni
driver del DNA somatico capaci di conferire un vantaggio selettivo di crescita e facilitare
I’espansione clonale delle cellule tumorali, in contrasto alle mutazioni passenger neutrali (9, 6).
Le mutazioni driver, e 1 geni target alterati da queste mutazioni, sono i parametri identificativi
del genoma tumorale, permissivo per la genesi, la crescita e la propagazione del cancro.

Tuttavia, malgrado I’enorme mole di risultati prodotti ¢ 1’ampio screening effettuato, le
mutazioni ricorrenti non sono state trovate, se non in pochi e specifici casi (10-12) nei genomi
tumorali mentre € emerso che essi sono caratterizzati da un alto background di mutazioni
eterogenee (13, 14).

Questi studi hanno influenzato gli indirizzi dell’oncologia clinica e 1’approccio terapeutico al
cancro favorendo I’attuale tendenza a caratterizzare i profili genetici di tumori individuali e a
identificare nuove mutazioni a livello del singolo paziente con l’intento di definire terapie
personalizzate (15). Questi studi, se da un lato hanno contribuito ad espandere le conoscenze
sulla genetica del cancro, dall’altro hanno sollevato piu quesiti che fornito risposte. Un quesito ¢
come 1’assenza di mutazioni driver “universali” nei tumori possa giustificare un’ipotesi
unificante sulla genesi e progressione del cancro. Un’altra questione ¢ I’impossibilita di
conciliare i ricorrenti pattern biologici e clinici che caratterizzano tutti i tumori (proliferazione
incontrollata, perdita del differenziamento, perdita dell’inibizione di contatto, invasivita) con
I’estrema eterogeneita delle mutazioni rilevata nei tumori.

La maggior parte degli studi effettuati sono stati focalizzati sulla porzione di appena 1,2%
del genoma umano che contiene i geni codificanti (16), mentre la porzione non codificante, che
costituisce la maggioranza del genoma e presumibilmente accoglie un piu alto numero di
mutazioni, ¢ stata esclusa in quanto considerata DNA “spazzatura” (junk DNA) (17, 18).
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Recentemente, tuttavia, il junk DNA ¢ stato riabilitato da nuovi studi che hanno rivelato i
meccanismi di regolazione globale dei piccoli RNA (19), dell’RNA non-coding (ncRNAs) (20,
21), delle regioni altamente conservate (UCRs) (22, 23) e dei retroclementi (24, 25),
rivoluzionando le ipotesi sul controllo delle funzioni genomiche e rivelando inattese
implicazioni nella tumorigenesi (26-29).

In questo contesto, i nostri studi hanno rivelato che un’attivita di RT endogena codificata dai
retrotrasposoni LINE-1 gioca un ruolo chiave nel processo di perdita di differenziamento e nella
progressione tumorale. Questo lavoro ¢ derivato dalle nostre precedenti osservazioni che gli
spermatozoi e gli embrioni precoci sono dotati di un’attivita RT endogena che ¢ essenziale per
lo sviluppo embrionale.

Quello che segue ¢ I’esposizione dei nostri studi sui ruoli funzionali svolti da RT nei genomi
dei gameti, embrioni e tumori.

RT codificata da retrotrasposoni in spermatozoi,
embrioni precoci e cellule tumorali

I geni codificanti RT sono ospitati nelle due grandi famiglie di retroelementi LINE-1 e
HERYV che, insieme alle altre famiglie non autonome Alu/SINE e SV A, costituiscono il 45% del
genoma umano (16, 30). L’enzima RT assolve un ruolo operativo fondamentale
nell’amplificazione dei singoli retroelementi consentendone I’accumulo nel corso
dell’evoluzione e non ¢ mai stata considerata candidata potenziale per altre funzioni cellulari.

La nostra inaspettata scoperta che gli spermatozoi di topo sono dotati di un’attivita RT
endogena (31) ha sollevato il dubbio su un suo possibile ruolo nello sviluppo embrionale.
Abbiamo trovato che anche gli embrioni murini di 1, 2 e 4 cellule contengono una RT endogena
funzionalmente attiva (32) e che la sua inibizione, utilizzando I’inibitore RT non-nucleosidico
nevirapine (32) o per silenziamento dell’espressione dei geni codificanti RT (33), causa un
drastico e irreversibile arresto dello sviluppo agli stadi di 2-4 cellule. L’RT embrionale,
codificata dalla famiglia di retrotransposoni LINE-1 (34), emerge pertanto come una
componente essenziale dello sviluppo embrionale preimpianto.

E un concetto elaborato fin dalla meta del 19° secolo che I’embriogenesi e la tumorigenesi
condividono caratteristiche funzionali comuni (35) e che il processo tumorale riflette la
riattivazione di programmi embrionali (36). In questa prospettiva, ci ¢ sembrato importante
stabilire se anche le cellule tumorali fossero dotate di un’attivita RT. Abbiamo trovato che,
indipendentemente dal tipo o dall’origine istologica dei tumori, le numerose linee tumorali
analizzate contenevano elevati livelli di attivita RT (37) e che la nevirapina ne riduceva
drasticamente la capacita di retrotrascrizione dimostrando che RT tumorale ¢ sensibile agli
inibitori RT. Quest’ultima osservazione ci ha offerto uno strumento utile per studiare il ruolo
dell’RT nella genesi e progressione dei tumori umani.

La RT ha un ruolo causativo nella tumorigenesi

L’esposizione di linee cellulari tumorali a due inibitori farmacologici di RT, nevirapina e
efavirenz (38), inducono tre effetti principali:

— rallentamento della frequenza di proliferazione;

— induzione del differenziamento cellulare;

— riprogrammazione globale dell’espressione genica,;

Queste caratteristiche, indotte dopo pochi giorni di esposizione, sono comuni a linee e tipi
tumorali di differenti origini istologiche (37).
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Le diverse linee cellulari tumorali sulle quali abbiamo condotto studi piu approfonditi sono
riassunte in Tabella 1: I’inibizione di RT stimola il loro differenziamento ripristinando
I’espressione di marker di differenziamento.

Tabella 1. Differenziamento di linee cellular umane tumorali indotto da inibitori RT

Linea cellulare  Tipo tumorale Markers di differenziamento Referenze
NB40, HL60 leucemia acuta promielocitica CD15 marker mieoloide, test NBT? (37)
HL60 leucemia acuta mielocitica CD15 marker mieloide, test NBT (37)
A-375 melanoma E-caderina (39)
PC3 carcinoma prostatico PS-A, recettore androgeni (39)
ARO, FRO carcinoma tiroideo anaplastico tiroglobulina, recettore tiroglobulina (87)

a. Nitroblue tetrazolium (NBT) test riduzione colorimetrica

L’analisi dei profili di espressione genica da cellule A-375 prima e dopo 1’esposizione agli
inibitori RT ha dimostrato che la riprogrammazione ¢ un fenomeno globale che coinvolge tre
ampie classi di trascritti nucleari: mRNA che codificano per proteine, micro RNA (miRNAs) e
RNA trascritti da sequenze ultraconservate (UCRs) (Sciamanna e Spadafora, in preparazione). E
rilevante che tutti gli effetti osservati - ridotta proliferazione, cambiamenti morfologici,
induzione dell’espressione di marker e riprogrammazione dell’espressione genica - sono
reversibili in seguito alla sospensione del trattamento con inibitori RT (39) suggerendo che la
modulazione RT-dipendente funziona su una base epigenetica.

Queste osservazioni hanno aperto la prospettiva pratica di utilizzare 1’inibizione di RT in una
terapia anti-cancro. Per validare questa idea, cellule tumorali umane (A-375, PC3, H69
microcitoma ¢ HT29 carcinoma del colon) sono state inoculate in topi nudi poi trattati con una
dose giornaliera di efavirenz. Coerentemente con i risultati ottenuti in vitro, ’inibizione di RT
antagonizza la progressione di tutti i tipi tumorali (39) che tuttavia riprende in seguito alla
sospensione del trattamento, confermando la natura epigenetica del meccanismo RT-dipendente.

Per dimostrare in modo non ambiguo che I’efficacia anti tumorale ¢ effettivamente dovuta
all’inibizione di RT abbiamo silenziato nelle cellule A-375 ’espressione di una famiglia LINE-
1, altamente attiva nell’uomo (40), via RNA interference (RNAi) (39, 41). Questo approccio ha
indotto alterazioni fenotipiche nelle cellule di melanoma, simili a quelle indotte dagli inibitori
farmacologici di RT, cioé una ridotta proliferazione e un differenziamento morfologico. Inoltre,
I’interferenza LINE-1-specifica riduce drasticamente il potenziale tumorigenico delle cellule di
melanoma inoculate nei topi nudi (41). Questi risultati confermano il ruolo causativo dell’RT da
LINE-1 nella genesi e progressione tumorale. I risultati di questi studi sono pertanto consistenti
con I’ipotesi che I’attivazione dei retrotrasposoni sia un evento precocemente correlato alla
tumorigenesi.

Tra i meccanismi di riattivazione dei retroelementi, lo stress cellulare svolge un ruolo
predominante in quanto i retrotrasposoni sono sequenze di DNA sensibili ai cambiamenti
ambientali. Una mole crescente di dati conferma il coinvolgimento degli stress ambientali -
ossidativi, genotossici, raggi UV, radiazioni ionizzanti, idrocarburi, infezioni e ferite - nella
modulazione degli RNA non-coding, nella metilazione del DNA, nelle modificazioni degli
istoni e nella riorganizzazione della cromatina - tutti eventi con effetti globali sulle funzioni e il
destino della cellula (42, 43). I segnali di stress possono pertanto indurre risposte globali che
complessivamente promuovono |’attivazione dei retroelementi (44-46) i quali, a loro volta,
modulano il trascrittoma (47-49). In questo contesto, I’interferenza trascrizionale ¢ un ben noto
esempio di controllo epigenetico dell’espressione genica (50) che consiste nell’effetto inibitorio
esercitato dall’espressione di retroelementi su quella dei geni vicini. Il gene murino agouti ¢ un
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tipico caso: I’espressione di questo locus ¢ modulato da un elemento retrotrasposonico IAP
(intracisternal A particle) piazzato 100 kb a monte. Quando I’elemento IAP ¢ silente, il locus
agouti ¢ espresso, mentre quando IAP ¢ attivo 1’espressione di agouti ¢ abrogata o ridotta
proporzionalmente. L’attivita retrotrasposonica modula anche processi di silenziamento su larga
scala, come accade nell’inattivazione del cromosoma X nelle cellule femminili (51). 1
retroelementi pertanto possono essere visti come “reostati molecolari”, ossia sensori capaci di
captare gli stimoli ambientali e di modulare in risposta i profili di espressione genica, variando
in questo modo le caratteristiche e il destino della cellula e determinando I’emergere di fenotipi
alterati e patologici.

La capacita dei retrotrasposoni di produrre una risposta genica a stimoli esterni rende la loro
mobilizazione una continua minaccia mutagena per il genoma. In termini evolutivi, le cellule
hanno sviluppato numerosi meccanismi repressivi finalizzati a contenere o abrogare la loro
mobilita e a minimizzarne i potenziali effetti distruttivi (52, 53). Tra questi, 1’ipermetilazione
del DNA, che ¢ stato il primo meccanismo di repressione dell’attivita dei retroelementi ad
essere scoperto (54) e le mutazioni via deaminazione della cytosina (C fo U transition) mediate
da membri della famiglia APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic
polypeptide 3, APOBEC3) (55-57) esercitano un effetto repressivo su un ampio spettro di
elementi durante il ciclo di retrotrasposizione. Un ulteriore livello di controllo della
retrotrasposizione ¢ mediato dal meccanismo di RNA interference (RNA1i) che inoltre controlla
anche la metilazione del DNA dei retroelementi ¢ la formazione di eterocromatina (53). RNAI
puo regolare I’espressione anche a livello post-transcriptionale degradando gli mRNA
utilizzando small interfering RNA (siRNA) naturali originati da trascritti bidirezionali
senso/antisenso dell’estremita 5° di LINE-1 (58).

La necessita biologica della retrotrasposizione nel corso dell’embriogenesi, da un lato, e i
suoi effetti potenzialmente distruttivi dall’altro, sono aspetti contrapposti ma ben regolati dai
meccanismi repressivi in contesti biologici fisiologicamente modulati: (i) fisiologicamente, non
sono attivi nell’embriogenesi precoce, (ii) sono in piena attivitd nei normali tessuti somatici, e
(iii) sono funzionalmente assenti o sregolati nelle cellule tumorali. Queste conclusioni
suggeriscono che la perdita di questi meccanismi repressivi della retrotrasposizione ¢ una fase
importante nella genesi e progressione tumorale.

L’inibizione di RT in una nuova terapia differenziativa anti-cancro

L’introduzione della terapia HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) (59), una
combinazione di inibitori di RT e proteasi HIV, ha avuto un notevole positivo impatto non
soltanto nel trattamento dell’AIDS ma anche sull’incidenza di tumori AIDS-correlati (sarcoma
di Kaposi, linfoma non-Hodgkin e tumore della cervice) che ¢ significativamente ridotta nei
pazienti trattati con HAART (60, 61).

Inoltre, recenti casi clinici offrono un’ulteriore prova di validita dimostrando che il
trattamento con 1’inibitore RT nevirapine ha ripristinato 1’espressione della tiroglobulina,
I’uptake di iodio radioattivo e causato la regressione delle lesioni metastatiche in una paziente
affetta da carcinoma tiroideo (62, 63). Le terapie citotossiche correntemente utilizzate nella
terapia del cancro hanno in molti casi effetti secondari devastanti a causa dell’alto livello di
tossicita dei farmaci. Gli inibitori RT potrebbero offrire un approccio terapeutico non tossico per
il trattamento del cancro, finalizzato non tanto a sopprimere le cellule trasformate quanto a
differenziarle e ad bloccare la progressione metastatica. Terapie di questo tipo, chiamate terapie
differenziative (64), sono basate sull’assunto che le cellule neoplastiche sono caratterizzate da
un alterato stato differenziativo e che il trattamento con gli inibitori RT ¢ in grado di innescare
la loro riprogrammazione verso una condizione differenziata.
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Conclusioni

Un meccanismo RT-dependente nella genesi e progressione tumorale

Nella ricerca continua delle cause eziologiche del cancro e di terapie efficaci, in tempi diversi il
cancro ¢ stato considerate come una patologia genetica (65-67), genomica (68, 69), epigenetica (70,
71), evolutiva (72, 73) e differenziativa (74). Questa varieta di definizioni riflette le numerose
prospettive dalle le quali il cancro ¢ stato esaminato. Nonostante 1’ampio spettro di studi e di sforzi
investiti, 1’attuale stato dell’arte non consente ancora alcuna chiara e definitiva conclusione: il cancro
emerge come una complessa patologia in cui tutti questi aspetti sono in qualche modo rappresentati,
sebbene a livelli differenti.

Gli studi e i risultati riassunti in questo articolo suggeriscono un nuovo modello in cui la
tumorigenesi ¢ innescata da un’erronea attivazione di un meccanismo embrionale RT-dependente
che genera alterazioni cromatiniche e una riprogrammazione globale dell’espressione genica.
Fisiologicamente, ’RT endogena codificata da LINE-1 ¢ attiva alla fecondazione, continua a operare
nell’embriogenesi precoce ed ¢ silenziata nei tessuti adulti non-patologici. Se riattivata in modo
improprio nelle cellule somatiche dei tessuti adulti, I’'RT si comporta da agente causativo della
genesi ¢ della progressione tumorale, promuovendo de-differenziamento e proliferazione cellulare e
riprogrammando globalmente 1’espressione genica, il cui profilo “adulto” reverte ad uno di tipo
“embrionale”.

La predizione che una trascrizione di tipo embrionale sia riattivata nelle cellule tumorali (35, 36)
ha ricevuto ampio supporto sperimentale: numerosi geni embrionali come OCT4 e altri geni tipici
del preimpianto (75), geni “classici” dello sviluppo come Homeobox e Twist (76-79) e numerosi
altri geni attivi nell’ontogenesi di organi e tessuti (80, 81) sono riespressi nei tumori. Nel complesso,
analisi microarray di modelli murini suggeriscono che la trascrizione nei tumori ricapitolano con
sorprendente analogia i pattern di sviluppo embrionale (82).

Dal nostro punto di vista, questo meccanismo retotrasposonico-RT-dipendente integra due
antiche previsioni sui modelli di regolazione: (i) I’ipotesi di McClintock degli “elementi di
controllo”, ovvero trasposoni mobili quali modulatori dell’espressione genica (83); (ii) la teoria di
Britten and Davidson secondo la quale le sequenze di DNA ripetitivo sparse nel genoma possono
costituire dei network con funzioni regolatorie su batterie di geni codificanti (84, 85). Entrambi
questi modelli evocano un livello di controllo genico con inserzioni di elementi in specifici siti
genomici seguito dall’instaurarsi di un controllo funzionale di natura epigenetica. L’esposizione
delle cellule tumorali agli inibitori RT non-nucleosidici bloccherebbe questo processo, ripristinando
un profilo di espressione genica di tipo “adulto” e ristabilendo un fenotipo differenziato.

Questo modello si contrappone alla teoria che il cancro sia la conseguenza di alterazioni geniche
altamente individualizzate. Piuttosto, esso suggerisce che la genesi dei tumori sia causata dalla
riattivazione ectopica di un meccanismo embrionale retrotrasposone-dipendente (86).
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