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Introduzione

La vita aerobica si ¢ evoluta in modo tale che la sopravvivenza dipende dall’ossigeno
molecolare, per cui, quando si verificano cambiamenti che determinano un aumento o una
diminuzione dell’ossigeno molecolare, rispettivamente iperossia e ipossia, 1’organismo deve far
fronte ad una crisi che conduce alla deplezione delle riserve energetiche, alterazioni dei segnali
a cascata, stress ossidativo, morte cellulare e danno tissutale.

Per “normossia” si intende un livello di ossigeno sufficiente affinché avvengano i normali
processi fisiologici all’interno di cellule, tessuti e/o organi (1). Nonostante siano state stabilite
alcune linee guida, non ci sono valori di pressione parziale d’ossigeno (pO,) assoluti per
definire 1’“ipossia”. I livelli di ossigeno che dettano un cambiamento in senso ipossico
cambiano a seconda del sistema (cellula/tessuto/organo) a cui si fa riferimento (1). In generale,
nei sistemi cellulari una pO, pari o inferiore al 5% ¢ indice di ipossia. Livelli di pO, compresi
fra 5 e 2% corrispondono ad una condizione di ipossia moderata, mentre livelli <2%
rappresentano una condizione di marcata ipossia.

Lo stato di ipossia viene generalmente associato a condizioni patologiche, come ischemia
cerebrale, disturbi della risposta inflammatoria, diabete e tumori solidi, nei quali si osserva
un’aumentata proliferazione cellulare associata ad ipossia (1-3). Tuttavia condizioni di ipossia si
osservano anche nei processi fisiologici normali, come durante lo sviluppo fetale, nella
proliferazione e nel differenziamento cellulare, nei processi riparativi dei tessuti € nel tessuto
ematopoietico (4). In alcuni tessuti esistono dei veri e propri gradienti di pO,, come ad esempio
nel midollo osseo, per cui le cellule piu vicine ai sinusoidi vasali sono esposte a pO, elevate
intorno al 5-7%, mentre quelle presenti nei sito piu lontani a livello dell’endostio sono esposte a
livelli molto piu bassi di pO,, fino a 0,1% (4). Le regioni endosteali sono ricche in cellule
staminali emopoietiche (CSE) e la condizione fisiologica di ipossia risulta indispensabile per il
mantenimento della staminalita di queste cellule.

Fluttuazioni nella concentrazione locale di ossigeno inducono il sistema, la cellula o
I’organo, a mettere in atto strategie di adattamento che determinano protezione o limitazione del
danno. In presenza di basse concentrazioni di ossigeno, la cellula reagisce con una serie di
risposte coordinate volte a ripristinare i livelli ideali di O, (5, 6). Una delle risposte a livello
molecolare consiste nell’attivazione di fattori di trascrizione specifici, o inducibili da ipossia,
chiamati HIF (Hypoxia Inducible Factors) (5).

I fattori HIF sono dei complessi etero-dimerici composti da una subunita a, la cui stabilita ¢
ossigeno-dipendente, ¢ una subunita [ ossigeno-indipendente. Sono state identificate tre
subunita o (lo, 200 ¢ 30) € una subunita B (detta anche ARNT, Aryl-hydrocarbon receptor
nuclear translocator), che perd presenta diverse varianti di splicing (5, 6).
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In condizioni di normossia, nel citoplasma, le subunita o subiscono due eventi di
idrossilazione catalizzati dagli enzimi PHDs (prolyl hydroxylase domain proteins) e FIH (factor
inhibiting HIF), che ne provocano la degradazione mediata da proteosoma (5). In condizioni di
ipossia, gli enzimi PHDs e FIH sono inattivi a causa della mancanza dell’ossigeno necessario
alle reazioni di idrossilazione. In tal modo la subunita a ¢ stabilizzata, e trasloca nel nucleo per
legarsi alla subunita , formando un eterodimero (HIFo/HIFB) che rappresenta la forma attiva di
HIF, in grado di funzionare da fattore di trascrizione. I fattori HIF identificati (HIF1o/HIFp,
HIF20/HIFB, HIF3a/HIFB) diventano attivi ¢ dunque funzionali in condizioni di ipossia.
Tuttavia, oltre allo stress ipossico, esistono altre condizioni che promuovono [D’attivita
trascrizionale di HIF, come, per esempio, la stimolazione autocrina tramite i fattori di crescita, o
la perdita di funzioni onco-soppressive e 1’acquisto di funzioni oncogeniche (5, 6).
L’eterodimero HIFa/HIFB (HIF) si lega a una regione del DNA, dalla sequenza nucleotidica
consensus identificata (5’-RCGTG-3"), chiamata HRE (Hypoxia Response Element, o sito di
legame HIF), presente nei promotori dei geni inducibili da ipossia (7).

Inizialmente, HIF ¢ stato descritto come un attivatore della trascrizione di piu di 60 geni noti
(7) come, per esempio, il VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) che induce le cellule
dell’endotelio a migrare verso aree ipossiche e promuove la crescita dei vasi sanguigni (7, 8), o
il CXCR4, il recettore delle chemochine di tipo 4, coinvolto nella formazione delle metastasi
tumorali (9) e nella megacariopoiesi (10), o ancora i geni coinvolti nel mantenimento
dell’omeostasi biologica, nell’apoptosi ecc. (2-6). Successivamente, HIF ¢ stato descritto anche
come repressore della trascrizione genica (11).

Studi recenti hanno permesso 1’identificazione di alcuni microRNA (miRNA; piccoli RNA
non codificanti e regolatori a livello post-trascrizionale dell’espressione di geni bersaglio)
inducibili da ipossia (HRM, hypoxia-regulated microRNAs). Questi HRM risultano spesso
attivati in diversi tipi di tumori, come quello della mammella e del colon, suggerendo un loro
ruolo nella tumorigenesi (12). Fra i HRM, il miRNA-210, la cui espressione viene chiaramente
indotta dall’ipossia, ha come bersagli molti miRNAs che codificano per proteine che svolgono
un ruolo chiave nel controllo della proliferazione, nel DNA- e RNA- binding e riparo, nella
differenziazione, nel sviluppo ed I’apoptosi (13). Inoltre, miRNA-210 ¢ fortemente
sopraespresso in molti tumori (13).

Che in generale, i miRNAs siano direttamente coinvolti nella formazione di tumori e
leucemie ¢ stato dimostrato da numerosi studi (12-16); nelle leucemie, sono stati identificati
diversi miRNAs espressi in maniera specifica e differenziale nei sottogruppi pitt comuni delle
leucemie acute mieloidi (LAM) (14, 15), mentre geni codificanti per i miRNAs sono stati
identificati e localizzati in siti fragili e/o in regioni del DNA soggette alle rotture che danno
luogo a traslocazione cromosomica (15). I1 6% dei miRNAs umani presenta a livello del loro
DNA dei siti HRE putativi, indicando questi miRNAs come possibili bersagli di HIF e
suggerendo la possibilita di un loro ruolo associato all’ipossia.

L’ipossia, che ¢ stata studiata soprattutto nei tumori solidi dove ¢ direttamente coinvolta nel
fenomeno di mobilizzazione delle cellule tumorali, ovvero nella metastatizzazione, ha un
profondo impatto sul metabolismo cellulare e sulla trascrizione e influenza il profilo dei
network che coinvolgono i recettori di citochine e chemochine, come per esempio CXCR4 ¢ il
suo ligando, SDF-1a. L’asse CXCR4/SDF-1a ¢ coinvolto nella disseminazione metastatica e
nella crescita e sviluppo delle cellule cancerose (16), comprese quelle leucemiche (17). Regioni
di ipossia si trovano nei tessuti in attiva proliferazione, come i tumori solidi, dove le cellule
tumorali localizzate in aree ipossiche sono caratterizzate da un’alta espressione di CXCR4 (18).
Tali circostanze rappresentano, assieme all’ipossia, un fattore di prognosi negativa e favorisce lo
sviluppo di metastasi nei tumori solidi e nelle leucemie (17, 18). Benché gli alti livelli di
espressione di CXCR4 siano anche correlati a prognosi negativa, I’impatto di una ridotta pO,
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sull’espressione e sulla funzione biologica di CXCR4 nelle leucemie, specialmente nelle LAM
(17) ¢ a tutt’oggi oggetto di studio ¢ non ¢ chiaro se gli elevati livelli di CXCR4 osservati in
alcune LAM siano riconducibili a meccanismi molecolari innescati dall’ipossia o da
meccanismi indipendenti dall’ipossia.

Accanto alla fisiopatologia, I’ipossia ha anche un ruolo nella funzione dei tessuti normali.
Nel midollo osseo, le CSE risiedono in domini microambientali ben definiti chiamati “nicchie”,
dove le CSE sono mantenute in uno stato “quiescente” per via di un microambiente
specializzato, a bassa concentrazione di ossigeno, cio¢ in condizione di ipossia. Il midollo osseo
sembra essere 1’unico tra i tessuti normali a trovarsi fisiologicamente in condizioni di ipossia
(19). All’interno del midollo, esisterebbero delle regioni anossiche (ovvero del tutto prive di O,)
per proteggere le CSE dai danni causati dai radicali liberi dell’ossigeno (20). Le CSE nel
midollo sarebbero inoltre organizzate in maniera dipendente dal gradiente di ossigeno: da una
quantita maggiore di CSE all’interno del midollo, nelle zone ad ossigenazione piu bassa
(ipossia), si passa a quantita di CSE drasticamente minori nelle zone piu “superficiali” man
mano che 1’ossigenazione aumenta (19).

Le cellule che formano la nicchia (cellule stromali ed endoteliali del midollo osseo)
rilasciano dei segnali paracrini, che permettono alla CSE che li riceve di uscire o meno dal suo
stato di “quiescenza”, e di scegliere tra auto-rinnovamento e differenziazione cellulare. Ad
esempio, I’ipossia modula il rilascio di alcuni fattori di crescita da parte delle cellule stromali
ed, in particolare, stimola la produzione di VEGF e diminuisce quella di SDF-1a e, tramite
questo e altri meccanismi, modula lo stato di quiescenza e la migrazione delle cellule staminali e
dei progenitori emopoietici (21). Le CSE sono caratterizzate a livello funzionale dalla loro
capacita di migrare e ripopolare il midollo osseo di un ospite trapiantato (22). In questo
fenomeno, I’interazione tra le CSE e la nicchia ¢ molto importante, in quanto il successo di un
trapianto dipende dalla capacita delle CSE di mobilizzarsi e “circolare” per quindi colonizzare
(homing) una nicchia appropriata.

L’ipossia quindi emerge come una componente importante del microambiente delle cellule
tumorali e leucemiche, ma anche delle cellule normali, come le CSE.

L’ipossia, che nei tumori maligni ¢ coinvolta nella sopravvivenza delle cellule tumorali,
potrebbe influenzare anche il fenomeno del cannibalismo (23). Il cannibalismo ¢ sempre piu
studiato nell’ambito dei tumori solidi, dove viene “attivato” in situazioni di depressione
cellulare e vede coinvolto, almeno nei melanomi (24), il gene TM9SF4 (transmembrane 9
superfamily protein member 4) (24), recentemente trovato sopraespresso in un sottotipo di LAM
e nelle sindromi mielodisplastiche (MDS) caratterizzate dall’amplificazione di un frammento
del cromosoma 20 (20q11.21) contenente l’intero gene TM9SF4 (25). Queste osservazioni
supportano I’idea di un eventuale effetto oncogenico di questo gene, la cui funzione sia nei
tumori solidi che nelle leucemie deve essere ancora identificata.

Poiché la risposta cellulare all’ipossia prevede 1’attivazione di diversi regolatori
trascrizionali coinvolti nell’inflammazione, nell’invasione tumorale, nell’angiogenesi, nel
blocco del ciclo cellulare e nell’apoptosi, una migliore comprensione di tutti questi meccanismi
strettamente correlati, cosi come [I’identificazione di nuovi geni e/o miRNAs sensibili
all’ipossia, dovrebbe rivelarsi fruttuosa nella ricerca di nuovi bersagli terapeutici e nella ricerca
di nuove e piu efficaci terapie anti-tumorali.

Quest’anno, abbiamo dunque focalizzato la nostra ricerca sullo studio dell’impatto
dell’ipossia sull’espressione, la regolazione ¢ la funzione biologica di specifici miRNAs, miR-
146a e miR-145, e geni bersaglio, CXCR4 per miR-146a (10) e TM9SF4 eventualmente per
miR-145, nelle patologie correlate all’ipossia, in particolare nelle LAM e nel tumore della
mammella.
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Stato di sviluppo

Sia nei tumori solidi sia nelle LAM, il livello di espressione molto elevato del CXCR4
esposto sulle membrane delle cellule tumorali o dei blasti leucemici rappresenta uno dei
marcatori di prognosi negativa associata ad alta probabilita di ricaduta e scarsa sopravvivenza.
I’alta espressione del CXCR4 ¢ direttamente coinvolta nel fenomeno della chemioresistenza e
della ripresa di malattia spesso osservate, sia nei tumori solidi che nelle LAM.

La scoperta di inibitori specifici per CXCR4 rappresenta un obbiettivo importante della
farmacologia molecolare. Attualmente, un inibitore molecolare chiamato AMD3100 viene
utilizzato per bloccare la funzione di CXCR4. L’AMD3100 ¢ un antagonista di SDF-la e
permette di mobilizzare le cellule staminali ematopoietiche dal midollo osseo verso il sangue
periferico (26), e di bloccare la proliferazione e le metastasi dei tumori sviluppati nei modelli
animali sperimentali.

11 nostro gruppo ha in precedenza dimostrato il ruolo del CXCR4 durante la proliferazione e
la differenziazione megacariocitaria, ¢ identificato CXCR4 come un gene bersaglio diretto del
miR146a nelle cellule megacariocitiche (Mk) normali come nelle leucemie (10). E stato poi
identificato un nuovo circuito regolatorio della megacariopoiesi, PLZF/miR-146a/CXCR4, in
cui CXCR4 ¢ controllato al livello post- trascrizionale dal miR-146a, mentre miR-146a ¢ a sua
volta regolato dal fattore di trascrizione PLZF (PromyelLocytic Zinc Finger), un repressore del
miR-146a nelle cellule megacariocitiche (10).

L’inibizione della traduzione della proteina CXCR4 da parte di miR-146a rappresenta un
nuovo metodo per bloccare CXCR4 nelle cellule tumorali e leucemiche. Recentemente,
abbiamo dimostrato che miR-146a ¢ AMD3100, con meccanismi diversi, abbassano 1 livelli di
espressione della proteina CXCR4, bloccano la proliferazione delle cellule leucemiche e
possono essere utilizzati in combinazione con dei terapeutici anti-leucemici, nello sviluppo di
nuove strategie terapeutiche (27).

Poiché un basso livello del miR-146a ¢ correlato ad una elevata espressione di CXCR4 in
LAM, in particolare del tipo monocita rio (LAM M5) (19), la modulazione del miR-146a, come
recentemente indicato nei tumori solidi, per esempio nel tumore della mammella (28),
rappresenta una potenziale strategia terapeutica, insieme all’uso degli inibitori di CXCR4, per
aumentare la risposta delle cellule leucemiche ai trattamenti con farmaci antitumorali standard.

Infine, CXCR4 ¢ un gene indotto dall’ipossia nelle cellule tumorali e leucemiche (17-19).
Recentemente, un numero crescente di droghe che inibiscono i fattori HIF indotti dalla risposta
all’ipossia sono state identificate e testate come agenti chemioterapici (29). E dunque
importante identificare i tumori e/o le leucemie nelle quali HIF-1a, in particolare, puod giocare
un ruolo critico. Abbiamo dunque analizzato D’effetto dell’ipossia sull’espressione ¢ la
regolazione sia del miR-146a che di CXCR4 nei modelli cellulari per le leucemie e per il tumore
della mammella. I nostri dati indicano che il pathway regolatorio che coinvolge 1’asse miR-
146a/CXCRA4 risponde all’ipossia e il miR-146a ¢ un nuovo HRM, bersaglio diretto del fattore
HIF-1a nelle cellule leucemiche, ma del fattore HIF-2a nelle cellule ematopoietiche normali
(manoscritto in preparazione). Poiché HIF-1a e HIF-2a riconoscono e legano la stessa sequenza
di DNA, quali siano i target specifici dell’'uno o dell’altro fattore ¢ ancora da stabilire con
certezza. I nostri dati indicano che il fenotipo, normale o tumorale, pud essere determinante per
il legame con i fattori HIF, che rappresentano a loro volta potenziali bersagli terapeutici.

I1 gene TM9SF4 ¢ coinvolto nel cannibalismo cellulare, fenomeno simile alla fagocitosi che
sembra essere cruciale per la sopravvivenza dei tumori in condizioni di carenza di nutrienti e
ipossia. La presenza di cellule cannibali ¢ stata correlata a prognosi negativa in numerosi tumori
umani di diversa istologia, come ad esempio il tumore della mammella, il medulloblastoma e le
neoplasie del sangue (24-26). Recentemente, 'mRNA di TM9SF4 ¢ stato trovato sovraespresso
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in un sottotipo di LAM e nelle sindromi mielodisplastiche (MDS) caratterizzate
dall’amplificazione di un frammento del cromosoma 20 (20q11.21) contenente I’intero gene
TMISF4, in accordo con I’idea di un eventuale effetto oncogenico di questo gene mediato da
amplificazione genica (26).

Analizzando I’espressione di TM9SF4 in cellule leucemiche e nel tumore della mammella,
abbiamo trovato che TM9SF4 risponde all’ipossia e potrebbe essere un bersaglio del miRNA-
145 (miR-145), precedentemente trovato sovraespresso in queste stesse cellule (30). Poiché non
si conoscono la regolazione e la funzione di TMI9SF4 né nelle leucemie né nel sistema
ematopoietico normale, cosi come non si conosce nella patologia del tumore della mammella, il
nostro studio sta procedendo utilizzando cellule mantenute in condizione di ipossia, a paragone
di quelle mantenute in condizioni di normossia (manoscritto in preparazione).

Conclusioni e prospettive future

I nostri studi hanno dimostrato che il miR-146a ¢ un regolatore dell’espressione del CXCR4
e che puo, insieme a un inibitore specifico, I’AMD3100, essere utilizzato per inibire la funzione
del CXCR4, sovraespresso nei tumori ¢ nelle leucemie, in combinazione ad dei trattamenti a
base di chemioterapici. Il trattamento combinato, in particolare, aumenta la sensibilita delle
cellule tumorali o leucemiche al chemioterapico, diminuendo il fenomeno della resistenza e
dunque della possibilita di ricaduta spesso osservata nei trattamenti classici con solo
chemioterapici. Lo studio dell’effetto dell’ipossia sulla regolazione del miR-146a/CXCR4 nelle
cellule leucemiche e del tumore della mammella € in corso, cosi come i trattamenti con miR-
146a, AMD3100, anti-HIF, per valutarne I’efficacia in caso di ipossia, insieme o meno ad altri
trattamenti chemioterapici.

TMOSF4 ¢ un nuovo gene che risponde all’ipossia sia nelle cellule tumorali che leucemiche
e che rappresenta un nuovo bersaglio terapeutico.

11 nostro studio sul ruolo dell’ipossia nella regolazione dei microRNAs, miR-146a ¢ miR-
145, e dei loro geni bersaglio CXCR4 e TMI9SF4, permettera di valutare se miR-146a/CXCR4 e
miR-145/TMISF4, possano rappresentare dei potenziali bersagli terapeutici, in particolare nelle
patogenesi correlate all’ipossia, come nelle LAM e nel tumore della mammella.

11 nostro progetto rappresenta una prima tappa nella ricerca, indispensabile per lo sviluppo di
modelli preclinici necessari per la valutazione e la definizione di nuove strategie di ricerca
traslazionale, con lo scopo di sviluppare nuove terapie antitumorali sicure ed efficaci.

Capire il signaling network ¢ il ruolo dei fattori HIF attivati dall’ipossia nella biologia del
cancro ¢ indispensabile per disegnare nuove terapie, cosi come ¢ importante identificare sia i
geni che i miRNAs che rispondono all’ipossia, e dunque ad una regolazione tramite HIF. Nuove
droghe anti-HIF sono state identificate; nel prossimo futuro 1’attivita del nostro gruppo sara
incentrata su (i) verificare le patologie nelle quali HIF, HIF-1a in particolare, pud avere uno
ruolo critico; (ii) identificare le combinazioni di trattamenti che abbiano degli effetti sinergici
(usare i miRNA stessi (31), gli inibitori specifici come AMD3100 per bloccare CXCR4 (26), i
chemioterapeutici noti (20), le molecole anti-HIF (29) ); (iii) valutare, in esperimenti in vitro, gli
effetti dei diversi trattamenti sulla biologia del cancro, analizzando la proliferazione tumorale, la
vascolarizzazione e altri parametri biologici fondamentali.
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