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Introduzione 

I microRNA (miR) sono RNA non codificanti (22-25 basi) in grado di regolare a livello 
post-trascrizionale l’espressione genica di specifici mRNA mediante appaiamento a sequenze 
specifiche nel 3’UTR dei geni bersaglio (1). Numerosi studi hanno dimostrato il coinvolgimento 
funzionale dei microRNA in tutti i principali processi biologici, inclusa l’insorgenza di 
patologie tumorali derivante da una loro espressione anomala (2). Il primo microRNA, lin-4, 
capace di reprimere l’espressione del gene eterocronico lin-14 venne scoperto in C. elegans nel 
1998. Da quel momento in poi, la nostra conoscenza sui miR è aumentata esponenzialmente e, 
ad oggi, ne sono stati identificati nell’uomo circa 900 (nel genoma di un vertebrato ne sono stati 
stimati circa 1.000). Nel 2002, studi su cellule B di pazienti affetti da leucemia linfatica cronica, 
portarono all’identificazione delle sequenze codificanti per i miR-15 e -16 localizzate in una 
regione genomica sul cromosoma 13 (13q14.3) ad alta frequenza di delezione in questa 
patologia (3). Analisi successive hanno poi dimostrato come questi due miR esplichino la loro 
funzione antitumorale attraverso l’attivazione del segnale apoptotico, il silenziamento del fattore 
BCL-2 (4) e il blocco del ciclo cellulare (5). Una situazione opposta è stata verificata per il 
cluster dei microRNAs 17-92, un gruppo di oncomiR (miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b e 
miR-92) localizzato in un’altra regione del cromosoma 13 (13q31.3), frequentemente 
amplificata e coinvolta nell’insorgenza e nella progressione di numerosi tipi di cancro, come 
linfomi e tumori polmonari (6-8).  

L’evidenza che i miR possano funzionare come oncogeni o tumor suppressor genes ha 
generato enormi aspettative sul loro possibile utilizzo in terapia oncologica, anche in 
considerazione della loro modesta tossicità, in quanto molecole fisiologiche (9). Tali prospettive 
sono state avvalorate dai risultati positivi ottenuti in vitro e in vivo in appropriati modelli 
animali mediante riespressione o trasduzione di oligomeri antisenso (10). Inoltre, attraverso 
l’analisi dei profili di espressione genica (Trascrittoma e miRNoma) acquisiti mediante la 
tecnica del microarray, è stato possibile identificare non solo geni selettivamente modulati nel 
programma genetico della cellula neoplastica rispetto alla controparte normale, ma anche di 
discriminare sottogruppi di pazienti fenotipicamente indistinguibili. Nel caso del melanoma 
uveale i profili di espressione ottenuti hanno già dimostrato la capacità diagnostica e 
prognostica dei microRNA. Infatti per questa patologia sei microRNA (miR-146b, -214, -199a*, 
-199a, -143, let-7b) sono sufficienti a distinguere con il 100% di specificità il sottogruppo di 
pazienti ad alto rischio di metastatizzazione da quelli a basso rischio (11). 

È evidente come un’adeguata caratterizzazione dei profili molecolari sia un elemento 
fondamentale per un corretto trattamento dei pazienti, escludendo soggetti non rispondenti ai 
criteri richiesti ed evitando trattamenti inutilmente costosi e con pesanti effetti collaterali se non 
fortemente motivati.  
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I nostri studi si sono focalizzati sull’analisi di espressione e funzione dei microRNA nel 
melanoma cutaneo, una forma tumorale molto aggressiva la cui incidenza è in continuo costante 
aumento con una stima approssimativa di 10.000 nuovi casi l’anno in Italia. Ad oggi la diagnosi 
precoce e l’escissione chirurgica rappresentano l’unico approccio terapeutico veramente valido, 
risolutivo nelle fasi iniziali della malattia. Non esistono invece terapie soddisfacenti dopo 
disseminazione metastatica. Infatti, l’introduzione di nuovi farmaci, in associazione o meno con 
l’immunoterapia, non ha portato all’identificazione di trattamenti veramente efficaci. Tra l’altro, 
nonostante numerose anomalie molecolari siano state associate alla progressione del melanoma, 
non è chiaro quali siano le molecole realmente rilevanti dal punto di vista funzionale (12). È 
evidente quindi quanto sia importante definire i marcatori con un vero valore diagnostico e 
prognostico all’interno dei pathway coinvolti nell’insorgenza e nella progressione neoplastica 
con la speranza di ottenere risultati clinici più incoraggianti attraverso trattamenti complessi che 
prevedano la somministrazione contemporanea di agenti tradizionali e farmaci di nuova 
generazione a bersaglio molecolare, inclusa la riespressione o l’abrogazione di microRNA. 

Stato di sviluppo 

Attraverso l’analisi dei profili di espressione di microRNA ottenuti confrontando melanociti 
primari umani con un pannello di linee cellulari stabilizzate da melanomi a diversi stadi di 
progressione abbiamo identificato tre sottogruppi di miR: i) miR ad espressione costante; ii) 
miR inversamente associati alla progressione; iii) miR direttamente correlati alla progressione 
neoplastica, come i miR-221/-222. 

Inizialmente abbiamo focalizzato la nostra attenzione sui miR-221 e -222, la cui espressione è 
risultata assente nei melanociti normali e significativamente correlata con la progressione nei 
melanomi primari e metastatici (13). Questi due microRNA sono organizzati in tandem sul 
cromosoma X e sono trascritti in un unico precursore che va successivamente incontro alle corrette 
fasi maturative da parte degli enzimi Dicer e Drosha per dare origine ai due microRNA maturi.  

Ad oggi i microRNA-221/222 sono i più studiati in associazione a diverse forme tumorali 
essendo il loro aumento di espressione presente tra gli altri nel carcinoma della tiroide, 
epatocarcinoma, glioblastoma e carcinoma polmonare non a piccole cellule (14, 15, 16, 17). In 
particolare nel melanoma abbiamo dimostrato che l’espressione incontrollata dei miR-221/-222 
è alla base della regolazione negativa di p27Kip1, un inibitore delle chinasi ciclina-dipendenti, e 
del recettore c-kit, coinvolto nell’attivazione del pathway che porta al normale differenziamento 
e alla produzione della melanina. Attraverso la repressione di questi due geni bersaglio, i miR-
221/-222 sono quindi capaci di indurre un aumento della proliferazione cellulare e un blocco 
della melanogenesi (13). È molto interessante sottolineare come gli “oncomir”-221 e -222 
abbiano tra i target proteine con funzione soppressiva, PTEN e TIMP3 (17), regolatori negativi 
del ciclo cellulare, p27 e p57 (13, 18), e regolatori del differenziamento, come il recettore c-KIT 
nel melanoma (13) (Figura 1).  
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Figura 1. MicroRNA-221/-222 nel melanoma 

Nella Figura 1 l’espressione dei microRNA-221/-222 correla significativamente con la 
progressione del tumore attraverso la regolazione negativa di p27Kip1 e del recettore c-kit. I 
miR-221/-222 inducono un aumento della proliferazione cellulare e un blocco della 
melanogenesi mediante la repressione di questi due geni bersaglio. 

Esperimenti in vitro e dati preliminari in vivo effettuati mediante trattamento con antagomir 
hanno confermato il potenziale prometastatico dei miR-221/-222 e la sua riduzione derivante dal 
loro silenziamento. Gli antagomir sono oligomeri antisenso stabilizzati da gruppi metilici 2’-
OMe e veicolati da una molecola di colosterolo coniugata in 3’. Le sequenze sono 
complementari ai miR maturi (19). 

Trattando una linea di melanoma metastatico (Me665/1) con antagomir-221 e -222 abbiamo 
ottenuto una significativa riduzione della malignità cellulare (riduzione del 70% di crescita, 
invasione, migrazione e capacità di formare foci in agar). Successivamente il trattamento in vivo 
ha confermato un significativo rallentamento della crescita sia di noduli sottocutanei, 
conseguente ad inoculo sottocute delle cellule di melanoma (20) (Figura 2), sia del numero e 
della grandezza delle metastasi polmonari ottenute in seguito ad inoculo intravena di cellule 
A375M, variante metastatica delle A375 parentali.  
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Figura 2. Effetti del trattamento con antagomir 221+222 sulla crescita tumorale in vivo. Topi nudi 
atimici sono stati trattati intratumore con i due antagomir una settimana dopo l’inoculo sottocute di 

cellule della linea metastatica A375M 

Il nostro studio ha inoltre contribuito a chiarire alcuni aspetti sulla regolazione trascrizionale dei 
microRNA-221 e -222, fino ad allora poco conosciuta. In questo contesto, un ruolo chiave è svolto 
dalla proteina PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger), un fattore trascrizionale inizialmente 
descritto come proteina di fusione con il recettore per l’acido retinoico in un sottogruppo della 
leucemia promielocitica acuta (21). Successivamente, attraverso i nostri studi avevamo dimostrato 
come il suo silenziamento fosse associato al melanoma e la sua riespressione fosse capace di ridurre 
il grado di malignità delle cellule trasdotte attraverso la repressione dei miR-221/-222 per legame 
diretto alle sequenze consensus presenti sulla regione del promotore putativo (22). Abbiamo quindi 
ipotizzato un modello “PLZF - miR-221/-222 - “geni bersaglio”, in cui PLZF fosse in grado di 
reprimere l’espressione dei due microRNA. Analisi bioinformatiche nel locus genomico di questi 
RNA, hanno confermato la presenza di sequenze di legame per PLZF mentre, la regolazione 
negativa, è stata dimostrata sperimentalmente attraverso saggi di luciferasi e PCR quantitativa. In 
accordo con questo risultato, la trasduzione di PLZF nei melanomi induce la regressione del fenotipo 
maligno attraverso l’abrogazione dei miR-221/-222 (Figura 1). 

Un altro aspetto importante è rappresentato dalla presenza di microRNA circolanti, il livello dei 
quali è valutabile nel siero e nel plasma dei pazienti. Queste molecole mostrano una notevole 
stabilità intrinseca, ulteriormente incrementata quando veicolate da esosomi, microvescicole 
rilasciate nell’ambiente extracellulare capaci di trasferire molecole (RNA, microRNA e proteine) ed 
“informazioni” da una cellula all’altra. Tale stabilità consente l’estrazione di RNA da materiale 
d’archivio per analisi retrospettive che confermino la validità diagnostica e/o prognostica di singoli 
microRNA, attraverso una procedura assolutamente non invasiva (23). Tra gli altri, anche il miR-
221 è risultato essere un marcatore in pazienti affetti da carcinoma del colon-retto in grado di 
distinguere i pazienti dai controlli con un buon valore prognostico sulla sopravvivenza (24). Gli 
esosomi sono vescicole con diametro di 30-100 nm, secrete nell’ambiente extracellulare 
praticamente da tutte le cellule, normali e trasformate, e rilasciate all’esterno mediante la fusione di 
questi organelli con la membrana plasmatica. Nello stesso modo, attraverso un meccanismo di 
fusione, gli esosomi sono in grado di rientrare in cellule riceventi in modo autocrino o paracrino. In 
accordo con questo meccanismo, nel melanoma abbiamo dimostrato la capacità di trasferimento 
genico orizzontale da parte degli esosomi. Infatti, esosomi rilasciati da un melanoma metastatico 



Rapporti ISTISAN 12/37 

30 
 

sono risultati in grado di aumentare la malignità di un melanoma primario in seguito a fusione delle 
membrane cellulari e trasferimento di proteine e acidi nucleici funzionalmente rilevanti nella 
metastatizzazione (19). Infine è importante evidenziare l’esistenza di meccanismi di cross-talk 
molecolari tra cellule di melanoma e cellule del microambiente cellulare, incluse cellule endoteliali e 
del sistema immunitario (25).  

Conclusioni e prospettive future 

La famiglia dei microRNA costituisce un nuovo livello di regolazione e una fonte alla quale 
attingere alla ricerca di nuovi marcatori e possibili bersagli terapeutici. Lo studio dei profili di 
espressione ha già dimostrato l’esistenza di pattern molto specifici e di conseguenza 
l’opportunità di utilizzare i microRNA come marker terapeutici (26). Ad oggi stiamo 
raggiungendo una comprensione sempre maggiore sul ruolo dei microRNAs nello sviluppo 
tumorale, ma molto è ancora da comprendere. In generale una delle maggiori difficoltà è 
rappresentata dalla complessità funzionale poiché l’azione di un singolo microRNA influenza 
più geni e allo stesso tempo un singolo gene risulta essere controllato da più microRNA. 
L’espressione ectopica o il knock-down di miRNA specifici hanno consentito di individuare i 
punti chiave del loro ruolo nell’oncogenesi. Una conoscenza approfondita consentirà di 
ripristinare la normale regolazione cellulare in vitro e in vivo in opportuni modelli animali 
ponendo le basi per futuri protocolli terapeutici. 

I dati ottenuti su diversi tipi di neoplasie evidenziano il potenziale diagnostico, prognostico e 
terapeutico dei microRNA, con particolare riferimento ai miR-221/-222 nel melanoma. Sebbene 
l’abrogazione dei miR-221/-222 e la riduzione del fenotipo maligno possano essere ottenuti 
attraverso la riespressione del fattore di trascrizione PLZF, i limiti intrinseci della terapia genica 
sembrano rendere questa strada difficilmente percorribile. Al contrario, il silenziamento dei 
microRNA-221 e -222 attraverso l’utilizzo di oligomeri antisenso potrebbe in futuro rivelarsi un 
metodo sicuro ed efficace per approcci terapeutici innovativi. Inoltre l’evidenza di microRNA 
circolanti, valutabili nel siero e nel plasma dei pazienti, rappresenta una procedura 
assolutamente non invasiva (27) che consente, tra l’altro, l’utilizzo di materiale d’archivio per 
analisi retrospettive. Tra gli altri, proprio il miR-221 è risultato essere un buon marcatore in 
pazienti affetti da carcinoma del colon (24). I microRNA circolanti nel plasma sono risultati 
stabili e resistenti in condizioni particolari (temperatura elevata, variazioni di di pH, lunghi 
periodi di conservazione e congelamento). Una delle ipotesi più accreditate per spiegare queste 
caratteristiche è che questi microRNA siano contenuti all’interno di piccole vescicole, gli 
esosomi, che li proteggono dai fattori esterni, primo tra tutti l’azione delle RNasi. Gli esosomi (e 
le molecole in essi contenuti) riflettono i cambiamenti fisiologici e patologici delle cellule da cui 
hanno origine e possono dunque essere usati come biomarker tumorali (28). 

Studi recenti hanno anche mostrato l’esistenza di regolazioni epigenetiche dei microRNA. In 
questi casi sarà possibile ripristinare l’espressione di microRNA con funzioni soppressive 
ipermetilati nel cancro mediante l’uso di farmaci demetilanti e di inibitori delle HDAC (29). 
Infine lo sviluppo di kit di facile e veloce utilizzo per l’analisi di espressione dei microRNA 
nonchè la creazione di algoritmi sempre più validi per l’identificazione dei veri geni target 
saranno comunque tappe indispensabili per un eventuale trasferimento nella pratica clinica (20). 

In conclusione si può ipotizzare che, in un futuro non troppo lontano, i microRNA potranno 
essere alla base di nuove strategie terapeutiche, la ricerca delle quali è particolarmente rilevante 
nel melanoma, un tumore per il quale, nonostante gli sforzi fatti, i risultati ottenuti non sono 
ancora soddisfacenti. 
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