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I microRNA, chiamati anche miRNA o miR, sono brevi molecole di acido ribonucleico 

di 19-24 nucleotidi che svolgono un importante ruolo regolativo nell’espressione di 

proteine cellulari tramite silenziamento genico post-trascrizionale. Nonostante la loro 

identificazione e descrizione sia relativamente recente, ai microRNA sono state 

attribuite funzioni che coinvolgono pressochè tutti i processi cellulari fisiologici e 

patologici.  

La nostra attività di ricerca ha riguardato lo studio di una famiglia di microRNA, il miR-

302. Degli oltre 700 miRNA identificati, il miR-302 sembra essere quello 

maggiormente espresso in cellule embrionali staminali ( -ES- ) ed è uno dei microRNA 

con la più alta specificità di espressione. Abbiamo pertanto svolto uno studio 

molecolare sui profili di espressione da cellule staminali embrionali umane (hESCs) e 

da hESC in differenziamento al fine di descrivere la correlazione tra i diversi profili di 

espressione e lo stato cellulare.  

L'ipotesi di CSC (cellule staminali tumorali) fornisce una spiegazione della refrattarietà 

alla terapia e la capacità latente di alcuni tumori. Nel nostro laboratorio sono stati 

scoperti una serie di miRNA che svolgono un ruolo critico nel tumore e quindi la nostra 

ricerca si è concentrata sullo studio dei livelli di espressione nei tessuti normali e le 

controparti tumorali. Abbiamo poi esaminato l'espressione di mir-302 in campioni di 

carcinoma duttale in situ e carcinoma invasivo dei campioni del seno. Da indagini di 

ibridazione in situ, è stato trovato che il MIR-302 è presente nel carcinoma duttale 

infiltrante, ma non in cellule di tessuto normale. Inoltre, i tumori primari con metastasi 

linfonodali hanno un eccesso di cellule tumorali che esprimono il mir-302. Sulla base di 

questa osservazione, si è cercato di comprendere i meccanismi che conducono 

all'espressione del cluster. Abbiamo osservato che le linee cellulari tumorali di 

carcinoma mammario trattate in condizioni di ipossia esprimono il miR-302b, mentre la 

controparte in normossia non la esprimono. 
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Secondo lo screening effettuato su tessuti dei pazienti il miR-302 è legato a metastasi e 

soprattutto alla scarse aspettative di sopravvivenza dell'individuo. La validazione del 

target del recettore per gli estrogeni ER-alpha in linee cellulari epiteliali ci ha portato a 

postulare diverse ipotesi sul ruolo che potrebbe avere l'espressione di miR-302 sulla 

transizione epitelio-mesenchimale EMT e la sua controparte, MET oltre ad un ruolo 

nella formazione di metastasi. La scelta di generare un topo knock in grado di esprimere 

un gene reporter, ZsGreen, sotto controllo del promotore del cluster del miR-302 porterà 

ad una serie di studi in vivo per i prossimi anni. 
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MicroRNAs, also called miRNA or miR are short ribonucleic acid molecules of 19-24 

nucleotides that play an important regulatory role in the expression of cellular proteins 

through post-transcriptional gene silencing. Despite their identification and description 

is relatively recent, the microRNAs are assigned tasks that involve almost all 

physiological and pathological cellular processes. 

Our research has focused on the study of a family of microRNAs, miR-302. Among 

more than 700 miRNA identified, the miR-302 seems to be more expressed in 

embryonic stem cells (-ES-) and is one of microRNAs with the highest specificity of 

expression. We performed a molecular study of miR-302 on expression profiles from 

human embryonic stem cells (hESCs) and hESC in differentiation in order to describe 

the correlation between the different expression profiles and the cell state. 

The hypothesis of CSC (Cancer Stem Cells) provides an explanation for the 

refractoriness to treatment and the latent ability of certain cancers. Our laboratory have 

been discovered a number of miRNAs that play a critical role in cancer and therefore 

our research focus on investigating the expression levels in normal tissues and tumor 

counterparts. We then examined the expression of mir-302 in samples of ductal 

carcinoma in situ and invasive carcinoma of the breast samples. In situ hybridization 

investigation has found that the MIR-302 is present in the infiltrating ductal carcinoma, 

but not in cells of normal tissue. In addition, primary tumors with lymph node 

metastasis have an excess of tumor cells expressing the mir-302. Based on this 

observation, we sought to understand the mechanisms that lead to the expression of the 

cluster. We observed that tumor cell lines of breast cancer treated in conditions of 

hypoxia express the miR-302b, while the counterpart in normoxia do not express it. 

According to the screening carried out on the tissues of patients the miR-302 bound to 

metastases and especially to the lower survival of the individual, the target validation of 
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estrogen receptor ER-alpha in epithelial cell lines has led us to have several assumptions 

about the role that could have the expression of miR-302 on epithelial mesenchymal 

transition EMT and its counterpart, MET and the further role in metastasis. The choice 

of generating a mouse Knock in that express miR-302 marked by a reporter gene, 

ZsGreen, will lead to a series of in vivo studies for the coming years. 

 



Indice 
 

 



Indice 
 

i 

 

  

Introduzione...................................................................................................................... 

1.  I microRNA................................................................................................................ 

 1.1    La scoperta ed il significato................................................................................3 

 1.2    Biogenesi dei MiRNA.........................................................................................4 

 1.3    Meccanismo di azione dei miRNA.......................................................................7 

 1.4    Ruolo biologico dei miRNA...............................................................................10 

 1.5    MiRNA e cancro.................................................................................................11 

 1.6    MiRNA ed epigenetica........................................................................................17 

 1.7    Uso terapeutico dei  MiRNA...............................................................................18 

 

2.  Il cluster del miR-302s nell’uomo................................................................................ 

2.1   Struttura ed espressione del cluster...................................................................19 

2.2   Il miR-302 e Nodal...........................................................................................25 

2.3   Ciclo cellulare e miR-302 in ES cells.................................................................27 

2.4   SCR (Somatic Cell Reprogramming) e miR-302...............................................29 

2.5   P63 e miR-302....................................................................................................30         

2.6   miR-302 e cellule tumorali germinali................................................................31 

 

3.  Cellule staminali.......................................................................................................... 

3.1   Pathways di staminalità delle cellule staminali embrionali................................35 

3.2   Cellule staminali da liquido amniotico............................................... ...............36 

3.3   Cellule staminali adulte......................................................................................37 

3.4   Genesi del cancro: modelli.................................................................................38 

3.5  Cellule staminali tumorali ...................................................................................40 

3.6   Origine delle cellule staminali tumorali..............................................................42 

3.7   Divisioni delle cellule staminali..........................................................................45 

 

4.  Il cancro della mammella............................................................................................ 

4.1   Classificazione dei sottotipi................................................................................46 

4.2   Il recettore degli estrogeni..................................................................................48 

4.2.1  Il recettore degli estrogeni e loro meccanismo di azione..............................49 

4.2.2 Il recettore degli estrogeni e ciclo cellulare....................................................52 

 



Indice 
 

ii 

 

  4.3 MicroRNA nel cancro al seno................................................................................52 

4.3.1 miRNA come tumor suppressor......................................................................53 

4.3.2   MiRNA oncogeni..........................................................................................60 

 

5.   La transizione epitelio mesenchimale.....................................................................63 

5.1    Cellule staminali tumorali e transizione epitelio mesenchimale..........................64 

5.2    Gata-3 inibisce la transizione epitelio mesenchimale via E-caderina..................65 

5.3    Gata-3 ed il recettore per gli estrogeni ER-alpha.................................................66 

 

6.   Ipossia......................................................................................................................68 

6.1     Ipossia e biomarcatori delle cellule staminali.....................................................68 

6.2     Ipossia e miR-302..............................................................................................70 

6.3     Ipossia e transizione epitelio mesenchimale......................................................71 

6.4     Ipossia e reprogramming...................................................................................73 

 

7.   Le mammosfere.......................................................................................................74 

7.1     La cultura di mammosfere prolungata induce la EMT.....................................74 

7.2    Espressione di Sox2 nelle cellule tumorali di mammella e la sua attivazione nelle 

CSC...................................................................................................................75 

 

Scopo della tesi...............................................................................................................77 

 

Risultati.............................................................................................................................. 

1. Analisi dei miRNA espressi in cellule ESC e differenziate .................................80 

   1.1 Lo sbilanciamento tra miR-302 e miR-203 definisce le cellule pluripotenti.......80 

   1.2. Studio della sequenza promotrice del miR-302 di topo....................................82 

2.  Espressione del miR302 nei tessuti tumorali .....................................................84 

3.  Espressione del miR-302 in vitro: indagini preliminari.....................................85 

4.  Espressione del miR302b in condizioni di ipossia...............................................87 

5.  Espressione del miR302b nelle mammosfere......................................................88 

6. Il miR-302 inibisce l’espressione del recettore degli estrogeni ER 

alpha....................................................................................................................91 

7.  Effetti dell’inibizione di ERα sull’spressione genica di GATA-3......................93 



Indice 
 

iii 

 

8.  Gata 3 inibisce le metastasi del cancro al seno attraverso la transizione inversa 

della transizione epiteliale-mesenchimale............................................................94 

9. Aspetti funzionali...................................................................................................95 

  9.1 Saggio di proliferazione......................................................................................95 

9.2 Stable cell lines 

9.2.1   Clonaggio del cluster umano in pEGFPc1......................................................96 

9.2.2.  Trasfezione del costrutto ricombinante pEGFP-c1-miR302...........................98 

9.2.3   MDA-MB-231 e T47D breast cancer stable cell lines………….…………100 

9.3 Transgenic mouse..............................................................................................100 

 

Discussione...................................................................................................................106 

 

Conclusione...................................................................................................................119 

 

Materiali e Metodi.........................................................................................................121 

 

Ringraziamenti..............................................................................................................128 

 

Bibliografia...................................................................................................................... 

 

 

 

 

 



Introduzione 
 

 



Introduzione: I microRNA 

 

3 

 

1.  I microRNA 

 
1.1  La scoperta ed il  significato 

 

Nel 1993 la scoperta di lin-4, una molecola ribonucleotidica lunga 22 nt che regola 

negativamente lin-14, non solo identificava il primo microRNA ( miRNA ), ma metteva 

in luce anche la rilevanza della sua funzione. ( Lee RC, et al. 1993 ) Lin-4 è uno dei geni 

eterocronici, geni di “identità temporale” che determinano il destino differenziativo 

delle cellule in tempi specifici dello sviluppo in Caenorhabditis elegans attraverso 

l’inibizione dell’espressione di  lin-14 e lin-28. Mutazioni in tali geni producono 

alterazioni temporali nei patterns di sviluppo stadio specifici. ( Ambros V., et al. 1989 ) 

Dopo il clonaggio del gene lin-4, fu sorprendente trovare che non c’era una ORF 

effettiva, ma venivano prodotti due RNA, di cui uno di 61 e l’altro di 22 nt di 

lunghezza, che adesso sono riconosciuti essere la forma prematura e matura di lin-4, 

rispettivamente. ( Lee RC, et al. 1993 ).  La forma matura, il microRNA, è 

complementare a delle sequenze ripetute nella regione in 3’ non tradotta ( UTR ) dell’ 

mRNA di lin-14. Alla fine del primo stadio larvale lin-4 si lega in 3’UTR di lin-14 e ne 

impedisce la traduzione. ( Chalfie M., et al. 1981 ) Un meccanismo simile è stato più 

tardi descritto per let-7 e la sua regolazione di un set di geni che include lin-14, lin-28, 

lin-41, lin-42 e daf-12 in C.elegans. ( Olsen PH, et al.1999 ) I microRNA, chiamati 

anche miRNA o miR, sono corte molecole di acido ribonucleico costituite da 19-24 

nucleotidi. Svolgono un importante ruolo regolatorio nell’espressione di molte proteine 

cellulari tramite silenziamento genico post-trascrizionale. I miRNA sono codificati da 

geni endogeni, per lo più localizzati in introni di geni codificanti per proteine, o sono 

trascritti in RNA policistronici, cioè che portano  l’informazione per più geni ( il 

trascritto di mRNA corrispondente è in grado di tradurre per più catene polipeptidiche 

diverse, in sequenza).     (  Reinhart BJ, et al. 2000 ) 

Le scoperte relative ai microRNA manifestano due aspetti unici della loro specifica 

funzionalità:  

 

1.   una fine regolazione del timing di un preciso evento cellulare 

2.   l’inibizione sincrona di una cascata di geni che sono funzionalmente interdipendenti,                

      quindi che operano da interruttore molecolare efficiente. 
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Queste funzioni raggirano la necessità di regolare i geni singolarmente, quindi sono 

potenzialmente più veloci ed hanno una efficienza energetica maggiore, che consiste in 

quello che Beyer et al. chiamavano regolazione trascrizionale “on demand”.( Beyer et 

al. 2004 ) C’è da aggiungere che la co-regolazione post-trascrizionale di geni 

funzionalmente affini è validamente supportata da due osservazioni: 

 

1. la correlazione positiva tra gli mRNA e l’abbondanza proteica di geni 

funzionalmente affini, ma non quelli di cellule intere o di compartimenti separati di 

cellule. 

2. mRNA di geni affini funzionalmente spesso possiedono una velocità di 

decadimento  simile.  

 

I miRNA quindi posseggono la versatilità e la specificità funzionale necessaria per 

spiegare queste peculiarità cellulari. Negli ultimi anni sono stati identificati in 

vertebrati, moscerini, piante e anche in virus oltre 5,000 membri di questa nuova classe 

di piccoli RNA non codificanti regolatori. I geni codificanti per proteine dei più evoluti 

organismi eucariotici, non sono in un numero tale da  spiegare la complessità  di tali 

organismi. E’ stato stimato che  circa il 96-98%  dell’output trascrizionale del genoma 

umano è rappresentato dagli RNA che non codificano per proteine (ncRNAs). I 

ncRNAs contribuiscono a regolare le funzioni cellulari, per cui i miRNA che 

appartengono a questa classe molecolare, potrebbero anch’essi spiegare quello che 

viene definito il Paradosso del Genoma.  

 

1.2 Biogenesi dei miRNA 

 

I miRNA vengono trascritti a livello nucleare da una RNA polimerasi II, (Lee Y, et al. 

2004) che genera un trascritto primario a singola elica (pri-miRNA) che, dopo 

appaiamento intracatenario forma una struttura secondaria a forcina. ( Filippov V et al.  

2000. ) 

Tale struttura è riconosciuta da Drosha, un’RNAsi III appartenente alla superfamiglia 

delle endoribonucleasi specifiche per l’RNA double-stranded (ds) che taglia la doppia 

elica lasciando sporgere due nucleotidi alla estremità 3’ nel sito di taglio. Drosha fa 

parte di un complesso proteico di  650-kDa circa conosciuto come Microprocessor. 

(Gregory RI et al.  2004).  Nell’uomo Drosha interagisce con il cofattore DGCR8 che 

conferisce specificità al processo. Il prodotto del Microprocessor è il precursore del 
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miRNA (pre-miRNA) di circa 70-90 nucleotidi e viene trasportato nel citoplasma dalla 

proteina recettoriale di esportazione nucleare Exportin-5 (Exp5) e il suo cofattore Ran–

Guanosine Triphosphate (Ran-GTP). (Bohnsack MT et al. 2004.)  

Il complesso Exp5/Ran-GTP ha un’alta affinità per il pre-miRNAs, proteggendoli dal 

momento in cui sono generati nel nucleo fino a quando sono pronti per il prossimo 

taglio nel citoplasma, dove il GTP viene idrolizzato a Guanosina Difosfato (GDP). 

Avvenuto ciò il complesso Exp5/Ran-GDP rilascia il suo carico. 

I due nucleotidi sporgenti lasciati da Drosha sono determinanti per il successivo 

processamento, che avviene ad opera di un secondo enzima appartenente alla famiglia 

delle RNAsi III: Dicer. E’ un multi dominio proteico di 200-kDa caratterizzato da un 

dominio  RNA elicasi/ATPasi (DUF283) un dominio PAZ per il legame all’estremità 3’ 

terminale dell’RNA, 2 domini catalitici dell’RNasi III (RIIIa and RIIIb) e un dominio di 

legame con il dsRNA (dsRBD). dsRBD e RIIIDs sono certamente coinvolti nel legame 

e taglio dell’RNA doppio strato. Dato che il pre-miRNA generato da Drosha presenta 

già 2 nucleotidi protrudenti ad un’estremità 3’, riconosciuta da PAZ, Dicer taglia la 

regione doppio strato approssimativamente 20 nucleotidi più avanti. (Zhang H et al. 

2004) Il prodotto è un miRNA duplex lungo 21-25 nucleotidi, con estremità 5’ fosfato e 

due nucleotidi sporgenti ad entrambe le estremità 3’.  

Come DGCR8 per Drosha,  proteine con dominio di legame dell’RNA doppio strato, 

come  TRBP ( Transactivating Response RNA-Binding Protein ) e la proteina attivatrice 

della protein chinasi (PACT) negli umani, si legano a Dicer e contribuiscono con la sua 

funzione. TRBP e PACT facilitano il taglio del pre-miRNA e TRBP stabilizza Dicer. 

(Chendrimada TP et al. 2005.) (Lee Y et al. 2006.) 

Queste proteine partecipano alla selezione dello strand del miRNA maturo e/o al 

passaggio dei miRNA al complesso che induce il silenziamento dell’RNA (RISC) o 

miRgonaute, che media la degradazione o l’inibizione traslazionale dell’ mRNA 

bersaglio.  

In realtà solo una delle catene viene incorporata (in particolare quella la cui estremità 5’ 

si apre più facilmente), mentre quella esclusa viene rapidamente degradata. Il 

microRNA si lega al RISC interagendo con un membro della famiglia proteica 

Argonauta (AGO) in esso incluso: AGO ha massa molecolare di circa 100 kDa e 

contiene due domini, PAZ (piwiargonaute-zwille) e PIWI. PIWI è implicato in 

interazioni con Dicer, mentre PAZ è un RNA binding domain (RBD) che lega il miR 

riconoscendone specificamente la parte terminale, compresi i due nucleotidi sporgenti 
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dalla doppia elica. AGO si esprime sotto forma di diversi omologhi nelle varie specie di 

organismi eucarioti e i suoi diversi schemi di espressione influenzano l’esito del 

silenziamento genico. Inoltre sono state purificate altre proteine nel RISC oltre ad AGO 

di cui non si è certi se svolgano ruoli essenziali o accessori: perciò probabilmente il 

complesso del RISC media diversi meccanismi di inibizione post-trascrizionale, 

manifestandosi in varie conformazioni. 

 

 

Figura 1.  
 

Biogenesi dei microRNA. 

La produzione dei microRNA 

(miRNA) dal pri-miRNA è un 

processo complicato operato 

da diversi gruppi di enzimi e 

proteine associate del nucleo e 

del citoplasma. Il pri-miRNA, 

localizzato nel nucleo, viene 

convertito in pre-miRNA 

mediante il taglio da parte 

dell’enzima Drosha. Il pre-

miRNA, presenta un fosfato in 

5’ e l’estremità 3’ 

idrossiterminale. Il pre-

miRNA prodotto viene 

esportato nel  citoplasma dal 

complesso  Exportin 5 

(Exp5)/Ran–guanosina 

trifosfato (Ran-GTP). Exp5 

forma un eterotrimero 

nucleare con Ran-GTP e il 

pre-miRNA. Questa 

interazione, che è dipendente 

dalla struttura dell’RNA ma 

indipendente dalla sua 

sequenza, stabilizza il pre-

miRNA nucleare e promuove 

l’esportazione nel citoplasma. 

Qui il pre-miRNA viene processato dall’RNAsi III citoplasmatica Dicer a miRNA, un duplex lungo 18-22 

nucleotidi circa. Normalmente, un filamento di questo duplex viene degradato, mentre l’altro diventa il 

miRNA maturo. Dal miRNA-miRNA* duplex,solo il singolo miRNA entra nel complesso effettore della 

proteina, formato dal complesso che indice il silenziamento del miRNA (RISC) e miRgonauta. La perfetta 

o quasi complementarietà tra il miRNA e la regione in 3’ UTR induce RISC a tagliare l’mRNA bersaglio.  

[Acronimi: DGCR8, DiGeorge syndrome critical region gene 8 protein; dsRBD, double-stranded RNA-

Binding Domain; ORF, Open Reading Frame; PACT, Protein Activator of Protein kinase R; Pol II, RNA 

polymerase II; TRBP, Transactivating Response RNA-Binding Protein. 

(M. Garofalo e C. M. Croce. 2010) 
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1.3  Meccanismo di azione dei miRNA 
 

I miRNA sono i principali regolatori negativi della traduzione dell’mRNA ed esercitano 

i loro effetti attraverso vari meccanismi. Il primo passaggio prevede che il pre-miRNA 

sia assemblato in una grande complesso proteico conosciuto come RISC o miRISC  ( 

miRNA RNA-inducing silencing complex ). Alcune delle proteine conosciute che 

formano il complesso RISC includono Dicer, una endonucleasi RNA-specifica, che è 

coinvolta nel processo di trasformazione del pre-miRNA nella rispettiva forma matura;  

la proteina Argonaute ( Ago ) , che ha quattro isoforme, di cui solo Ago2, conosciuta 

anche come Slicer, ha la capacità di aderire all’ mRNA; PW182 una proteina P-body; 

TRBP, human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein, 

che recluta Ago2 al complesso; FMRP1, fragile X mental retardation protein; ed altre 

proteine la cui funzione non è stata ancora esaminata completamente. Guidato da una 

parziale complementarietà di sequenza tra il seed del miRNA ed il suo target, il 

complesso lega i siti target dei miRNA, principalmente entro la regione 3’UTR del 

gene.  

Sono stati identificate due categorie di siti bersaglio dei miRNA. I bersagli nella prima 

categoria, sono i siti ‘‘5’ dominanti’’, le paia di basi dell’estremità 5’ terminale del 

miRNA. Sebbene c’è una continuità della qualità del 3’ con questa classe è utile 

distinguere due sottotipi: siti ‘‘ canonici’’, che si appaiano bene sia all’estremità 5’ che 

a quella 3’, e i siti ‘‘seed’’ sites, che richiedono il supporto di un minimo o nullo 

appaiamento in 3’. I bersagli nella seconda categoria, i siti ‘‘3’ compensatori’’, hanno 

un fragile legame di basi al 5’ e dipendono da un forte appaiamento compensatorio 

all’estremità 3’ dei miRNA. Tutti questi tipi di siti sono utilizzati dai miRNA per la 

regolazione dei bersagli, ma la sola complementarietà con la regione “seed”( nucleotidi 

2-7) è essenziale per il riconoscimento del sito bersaglio. ( Julius Brenneck et al. 2005 ) 

Comunemente si pensa che i MicroRNA hanno due funzioni di regolazione post-

trascrizionale, la degradazione dell’mRNA e l'inibizione della traduzione dell'mRNA ( 

Pillai 2005 Engels e Hutvagner 2006; Valencia-Sanchez et al 2006.. Filipowicz et al 

2008 ). Anche se una parziale complementarietà di sequenza tra i miRNA e dei suoi 

targets ( per lo più in animali ) sono associati alla repressione traduzionale, vi sono 

prove concrete di una diminuzione dei livelli di mRNA anche con un accoppiamento di 

basi imperfetto ( Bagga et al 2005;. Jing et al 2005;. Lim et al . 2005; Giraldez et al 

2006.. Sood et al 2006 ), suggerendo un ruolo dei miRNA nella destabilizzazione 

dell’mRNA e non in un rapporto esclusivo tra degradazione e la repressione. E 'stato 
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suggerito che i miRNA possono degradare mRNA di circa 200bp ( Krek et al 2005 ), 

con gradi di repressione diversi delle proteine ( Baek et al 2008,.. Selbach et al 2008 ), 

anche se il numero di target previsti può variare in migliaia . Una delle principali ragioni 

per questi falsi positivi risiede proprio nella complementari imperfetta tra i miRNA e 

dei suoi target. 

I siti bersaglio dei miRNA negli animali sono noti giacere nella 3'-UTR del gene. Il 

miRNA scoperto, lin-4 in Caenorhabditis elegans, è stato trovato regolare i tempi 

specifici di sviluppo legandosi ai siti in 3'-UTR di lin-14 ( Wightman et al. 1993 ). Dopo 

la scoperta dei miRNA in altri animali, un primo studio computazionale ha identificato 

alcuni siti nella parte terminale in 5' dei miRNA come complementari a sequenze nella 

3'-UTR ( Pillai 2005 ). Nel frattempo, molti miRNA predetti grazie a sequenze 

altamente conservate tra le specie, sono state in gran parte confermate        ( Suh et al. 

2004 ). Questa elevata conservazione in combinazione con perfette sequenze 

complementari 8-mer di miRNA ha portato allo studio delle sequenze motivo 8-mer 

UTR altamente conservate nel genoma, che ha trovato significativi siti bersaglio dei 

miRNA solo nella 3'-UTR attraverso l'estremità 5’ del  miRNA ( Xie et al. 2005 ). Il 

significato di questo 5'-end del miRNA e i siti  nella 3'-UTR è stato confermato da uno 

studio di proteomica che ha mostrato la maggiore capacità di inibizione della proteina 

per siti nelle 3'-UTR rispetto a quelli nella regione codificante  ( Baek et al. 2008 ). Il 

limite degli studi precedenti sta nel fatto che lo studio delle sequenze motivo dell’intero 

Genoma si è concentrato solo sui motivi altamente conservati, escludendo quelli  meno 

conservati o umano-specifici ( Xie et al. 2005 ). Questo approccio ha il limite intrinseco 

di non identificare le sequenze specie-specifiche, incluse le sequenze dei miRNA non 

conservati. Uno studio successivo cercando regioni di mRNA di interazione ha limitato 

la sua ricerca alla estremità 5 del miRNA         ( Baek et al. 2008 ), mentre studi 

precedenti hanno suggerito un ruolo per il 3 'end di un miRNA sia nella integrazione 

della complementarietà del seed sia nella compensazione imperfetta ( Doench e Sharp 

2004; Kiriakidou et al 2004;. Kloosterman et al 2004;.. Grimson et al 2007 ). La 

maggior parte esperimenti di verifica dei miRNA di riferimento è stata utilizzata solo la 

3'-UTR dei siti di interazione in quanto molti studi hanno mostrato gli effetti dei 

miRNA solo con  porzioni di 3'-UTR. Anche esperimenti di validazione di lin-4 e lin-14 

non ha utilizzato l'intero mRNA, ma piuttosto il 3'-UTR unitamente alla regione 

codificante ( Wightman et al. 1993 ). D'altra parte, alcuni esperimenti hanno indicato 

possibili siti bersaglio nella 5'-UTR ( Jopling et al 2005;.. Lytle et al 2007;. Orom et al 
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2008 ). Inhan Lee et al. 2009  sulla base sia dell’energia di ibridazione sia sulla 

complementarietà delle sequenze, hanno identificato molti motivi endogeni umani 

all'interno della 5'-UTR specifici per i 3'-end dei miRNA. Piuttosto che suggerire 

possibili interazioni dei miRNA con altre regioni del mRNA, hanno riportato le 

interazioni combinatorie tra un singolo miRNA ed entrambe le regioni di estremità di un 

mRNA, basandosi sulla constatazione che i microRNA contengono molti siti di 

interazione significativi con gli mRNA nei motif 5'-UTR e 3'-UTR attraverso le loro 

sequenze 3'-5'-end e, rispettivamente.   

Sono tre i meccanismi molecolari alla base della riduzione dell’espressione genica 

operata dei microRNA: 1) repressione della traduzione; 2) degradazione diretta 

dell’mRNA e 3) degradazione indiretta dell’mRNA. Studi compiuti sul nematode 

Caenorhabditis Elegans mutanti o transgenici hanno dimostrato che miRNA indirizzati 

verso specifici geni, riducevano la sintesi proteica senza abbassare i livelli di mRNA e 

che il blocco della traduzione avveniva durante le fasi di allungamento o di 

terminazione, in quanto sia l’mRNA bersaglio che i miRNA sono stati trovati in 

associazione con poliribosomi.  

Un secondo meccanismo utilizzato dai miRNA è l’inibizione dell’inizio della 

traduzione, che richiede sia il cap ( Humphreys DT et al. 2005; Pillai RS et al. 2005; 

Thermann R et al. 2007 ) che la coda di polyA.  Questo è dimostrato da un modello in 

cui i fattori di inizio eucariotici 4G ( eIF4G ), una subunità che si lega al cap in 5’, lega 

la proteina PABP ( poly A-binding protein ) promuove la circolarizzazione della 

molecola dell’mRNA una struttura traduzionalmente superiore alla forma lineare. Ago2 

e RISC contengono dei cap-binding domain che competono con eIF4E inibendo il 

legame con il complesso di inizio della traduzione m7GpppG cap, ( Kiriakidou M et al. 

2007 ) Ago2 inoltre ha anche la capacità di competere con eIF4E per la sua interazione 

con eIF4G e distruggere il complesso di inizio della traduzione.( Iwasaki S. et al. 2009 ) 

Un meccanismo più elaborato è stato descritto nel caso in cui i miRNA possono indurre 

la deadenilazione dell’mRNA ( Behm-Ansmant I et al.2006; Wakiyama M et al.2007; 

Wu L. et al. 2006 ) 

Diversi studi recenti hanno rivelato che, sotto specifiche condizioni, i miRNA possono 

anche comportare un’attivazione traduzionale degli mRNA bersaglio. (M. Garofalo e C. 

M. Croce. 2010) 

I microRNA nelle piante adottano in maniera prevalente il meccanismo di degradazione 

dell’mRNA bersaglio. Tali miR presentano omologia perfetta o quasi con le proprie 
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regioni bersaglio che non sono localizzate esclusivamente nella regione 3’UTR, ma 

lungo tutto l’mRNA.  

 

1.4  Ruolo biologico dei miRNA 

 

Il fatto che questi piccoli RNA siano presenti in molte e diverse specie, regolando 

finemente i delicati processi di sviluppo e differenziamento cellulare, fa pensare 

all’importante ruolo che possano aver svolto durante l’evoluzione delle specie 

eucariotiche. Le specifiche funzioni biologiche dei miRNA e la regolazione della loro 

espressione, sono ancora da chiarire ma sono sempre più numerosi gli studi. Di certo si 

sa che sono implicati nei processi di sviluppo e differenziamento cellulare non solo in 

C. Elegans, ma anche nei mammiferi, nell’uomo e nel topo la loro espressione è tessuto 

specifica. Nel topo, per esempio il miR-181 è implicato nel differenziamento 

ematopoietico, e promuove il differenziamento in linfociti B sia in vivo che in vitro  ed 

il miR-143 è coinvolto nel differenziamento degli adipociti.  E’ interessante notare che i 

miRNA sono stati individuati solo in organismi multicellulari, mentre sono assenti in 

organismi unicellulari, e potrebbero perciò essere essenziali per il differenziamento dei 

vari tipi di tessuto e per il mantenimento dello stato differenziativo.   

Il pattern di espressione dei microRNA è regolato durante lo sviluppo ed è generalmente 

tessuto specifico. Alcuni miRNA sono molto abbondanti, più di 10000 copie per cellula 

( Lim et al. 2003 ), mentre altri sono scarsamente rivelabili con tecniche di ibridazione 

all’RNA totale ( Ambros V. 2004 ). Vi sono miRNA particolarmente abbondanti in un 

tessuto, come ad esempio il miR-1 nel tessuto muscolare scheletrico  ( Sempere LF  et 

al. 2004 ), che possono tuttavia essere ritrovati anche in altri tessuti, mentre esistono 

microRNA organo-specifici come il miR-122 nel fegato ed il miR-124 nel cervello che 

non sono presenti in altri tessuti. L’elevata conservazione di questi microRNA organo-

specifici tra le varie specie animali suggerisce che essi potrebbero giocare un ruolo ben 

preciso e filogeneticamente conservato nella costituzione e/o nel mantenimento di un 

tipo cellulare o tissutale di un determinato organo. Vi sono infatti evidenze sperimentali 

che dimostrano l’importanza dei miRNA  nello sviluppo precoce e tardivo dei vertebrati 

( Wienholds et al. 2005 ). Negli ultimi anni sta  quindi diventando sempre più rilevante 

l’importanza dei microRNA nel controllo dello sviluppo, della fisiologia e della 

patologia animale.   
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A questo riguardo, l’individuazione e la caratterizzazione dei bersagli e dei pathway 

molecolari regolati dai miRNA rappresenta uno step fondamentale per far luce 

sull’ampio spettro di azioni biologiche esercitate dai microRNA. A fianco dell’analisi 

genetica, è quindi necessario eseguire un’accurata analisi computazionale ed una 

successiva analisi funzionale in vitro. L’analisi in silico prevede l’utilizzo di algoritmi 

bioinformatici quali TargetScan (http://genes.mit.edu/targetscan/), PicTar 

(http://pictar.bio.nyu.edu/) e miRanda  

(http://cbio.mskcc.org/cgi-bin/mirnaviewer/mirnaviewer.pl) che vengono utilizzati per 

la predizione dei target biologici dei microRNA. Tali algoritmi si basano su programmi 

di allineamento che consentono  di individuare sequenze conservate di 7-8 nucleotidi 

con un’elevata complementarietà alle ‘seed sequence’ dei miRNA ed un’alta stabilità 

termodinamica, con punteggi che variano da 0 a 100, dove 0 rappresenta nessuna 

complementarietà e  100 perfetta complementarietà. L’analisi in silico dovrà essere 

successivamente affiancata da un’analisi funzionale in vitro, al fine di dimostrare 

l’effettiva regolazione dei geni bersaglio da parte dei miRNA, e da studi con geni 

reporter al fine di dimostrare l’interazione diretta tra il miRNA ed il sito complementare 

presente nel 3’UTR dell’mRNA bersaglio. 

Ad oggi il registro dei miRNA ( www.mirbase.org  ) che conta oltre 720  miRNA 

umani, viene costantemente aggiornato e può essere interrogato per ottenere 

informazioni inerenti strettamente alla struttura del microRNA di interesse. Il numero di 

miRNA identificati è crescente e si pensa che possa superare il migliaio.  

 

1.5  MicroRNA e cancro 
 

Evidenze sperimentali hanno dimostrato come alcuni microRNA siano differentemente 

espressi in tessuti sani e in tessuti tumorali: i microRNA possono essere sia sotto-

espressi  ( come avviene nella maggior parte delle neoplasie ), che sovra-espressi. 

Inoltre, circa la metà dei miRNA conosciuti sono localizzati all’interno di siti fragili ( 

fragile sites ) e in regioni minime di perdita di eterozigosi ( LOH ), regioni di 

amplificazione e comuni punti di rottura associati con il cancro.  

Diversi studi hanno mostrato che alcuni miRNAs funzionano come oncogeni in molte 

forme di cancro ( Tabella 1 ) (M. Garofalo e C.M. Croce. 2010).  

Il miR-155 è uno dei primi descritti. (Metzler M et al. 2004). Questo miRNA è seguito 

dai nucleotidi 241–262 di BIC ( cluster di integrazione delle cellule B ), che è lungo 

1421 paia di basi in totale e si trova sul cromosoma 21. Il miR-155 è altamente espresso 
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nel linfoma di Burkit pediatrico,( Metzler M et al. 2004 ), nella malattia di Hodgkin,      

( Kluiver J. et al. 2005 ), nel linfoma primario non-Hodgkin ( Calin GA et al. 2005 ), 

nella Leucemia Linfocitica Cronica ( CLL ), nella Leucemia Myelogenous Acuta ( 

AML ) (Garzon R, Volinia S et al. 2008.), nel cancro ai polmoni  ( Volinia S et al. 

2006), nel cancro al pancreas (Greither T et al. 2010) e nel cancro alla seno. Il miR-155 

regola negativamente Ship e c/EBPβ, iniziando una catena di eventi che porta 

all’accumulo di grandi  pre-cellule B e alla leucemia linfoblastica acuta. 

Un altro esempio è dato dal miR-221&222, la cui espressione è altamente regolata in 

diversi tumori solidi, incluso il cancro alla tiroide ( Pallante P et al. 2006 ), 

l’epatocarcinoma       ( Fornari F et al. 2008  ) e le cellule del melanoma ( Felicetti F et 

al. 2008 ). Un’elevata espressione del miR-221&222 è stata collegata con la 

proliferazione     ( Sage C et al. 2007 ), l’apoptosi ( Garofalo M et al. 2008 ), e la 

migrazione ( Garofalo M et al. 2009 ) di diverse linee cellulari di cancro. E’ stato 

recentemente riportato che l’oncogene recettore dei fattori di crescita degli epatociti ( 

MET ), attraverso l’attivazione trascrizionale di c-Jun, aumenta l’espressione del miR-

221&222, il quale, a sua volta, bersagliando PTEN e TIMP3, conferisce resistenza ai 

ligandi inducenti fattori di necrosi tumorale correlati all’apoptosi ( TRAIL ) che 

provocano la morte cellulare, aumentando così la tumorigenicità delle cellule cancerose 

del polmone e del fegato. Pineau e Co. hanno confermato questi dati mediante un 

profilo di espressione di miRNA in 104 campioni di epatocarcinoma cellulare ( HCC ), 

90 con fegato cirrosi, 21 con fegato normale, e 35 di linee cellulari di HCC ( Pineau P, 

Volinia S, et al. 2009 ). Il miR-221&222 risulta essere il miRNA più sovraespresso nei 

campioni tumorali ed aumentare la crescita delle cellule in vitro legando p27Kip1 che è 

l’inibitore della kinasi ciclina dipendente (CDK) e definendo la progressione della 

malattia dal fegato normale ai tumori con fegato cirrotico. La crescita tumorale 

riscontrata nei campioni veniva efficientemente inibita mediante uno specifico antimiR-

221&222. Infine è stato identificato che il trascritto che induce il danno al DNA 4 ( 

DDIT4 ), un modulatore della pathway di mTor, viene legato dal miR-221. Alcuni 

miRNA agiscono invece come onco-soppressori.  
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Tabella 1. 

I microRNA più attivamente regolati in umani nella leucemia linfocitica cronica ( CLL ). 

(Michela Garofalo and Carlo M. Croce. 2010) 

 

 

I miR-15 and -16 sono stati i primi a stabilire la connessione tra miRNA e cancro ( 

Calin GA et al. 2002 ) ( Tabella 2 ): sono trascritti come un cluster (miR-15a–miR-16-

1) che si trova nella regione cromosomica 13q14. Una delezione o una mutazione della 

regione 13q14 si riscontra con alta frequenza in CLL, linfoma e diversi tumori solidi 

(Bandi N et al. 2009 ). La loro espressione è inversamente correlata con l’espressione di 

BCL2 in CLL ( Cimmino A et al. 2005). La funzione di oncosoppressori di miR-15a/16-

1 è stata riscontrata anche in vivo. In topi immunocompromessi, si è visto che 

l’induzione dell’espressione del miR-15a/16-1 causa la soppressione della 

tumorigenicità delle cellule leucemiche MEG-01 che hanno perso l’espressione 

endogena del miR-15a/16-1. Recentemente è stato visto che il cluster del miR-15a–

miR-16-1 si lega non solo a BCL2 ma anche a CCND1 ( Bonci D et al. 2008 ) e a 

WNT3A, che promuove caratteristiche della tumorigenicità della prostata, incluse la 

sopravvivenza, la proliferazione e l’invasione cellulare. Insieme, questi dati 

suggeriscono che i geni del miR-15a/16-1 sono naturali interattori antisenso di BCL2 e 

probabilmente di altri oncogeni; possono essere quindi utilizzati come soppressori della 

crescita dei tumori in applicazioni terapeutiche per una varietà di tumori. Si sta 

attualmente sperimentando il potenziale terapeutico dell’espressione di oligonucleotidi 
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antisenso leganti BCL2 nel cancro alla prostata              ( Tolcher AW et al. 2005 ). La 

reintroduzione del miR-15a–miR-16 potrebbe essere teoricamente più efficace per la 

simultanea inibizione di BCL2, CCND1, WNT3A e altri possibili bersagli, come MCL-

1, coinvolto nella proliferazione delle cellule del cancro e nella resistenza all’apoptosi. 

Esiste una correlazione inversa tra  let-7 e RAS nei tumori al polmone (Johnson SM et 

al.2005) ( Tabella 2 ). Nel 2005, Johnson e co. hanno riportato che la perdita dei 

membri della famiglia del let-7 è riscontrata nella sovra-espressione costitutiva di RAS, 

un oncogene che contribuisce con la patogenesi di diversi tipi di tumori umani (Johnson 

et al.,2005). Inoltre è stato visto (Sampson VB et al. 2007 ) che la sovra-espressione di 

let-7 causa una diminuzione dell’mRNA e della proteina di Myc in cellule del linfoma, 

suggerendo che la disregolazione di questo miRNA partecipa nella genesi e nel 

mantenimento del fenotipo patologico nelle cellule del linfoma di Burkitt e in altre 

forme di cancro. E’ stato visto che let-7 si lega anche al gruppo ad alta mobilità AT-

hook 2 ( HMGA2 ), un gene che è disregolato in diversi tumori umani, incluso il 

liposarcoma         ( Lee YS et al. 2007 ). La famiglia del miRNA-34 comprende 3 

membri: 1) miRNA-34a, che si genera da una più grande unità trascrizionale localizzata 

sul cromosoma 1p36; 2) miR-34b e 3) miR-34c, che sono generati mediante il 

processamento di un trascritto bicistronico dal cromosoma 11q23 ( Tabella 2 ). Per 

identificare i componenti del pathways della soppressione dei tumori, sono stati 

comparati i profili di espressione dei miRNA di cellule wild-tipe di cellule p53-

deficienti (He L, He X, Lim LP, de Stanchina et al. 2007) ed è stato scoperto che 

l’espressione dei miR-34a–c riflettono lo stato di p53; sono stati identificati diversi 

bersagli del miR-34 come la ciclina E2 ( CCNE2 ), CDK4, e MET. Il silenziamento di 

questi bersagli del miR-34 mediante l’uso di small interfering RNAs (siRNAs) porta ad 

un arresto della fase G1. Al contrario, la distribuzione etopica del miR-34 causa un 

decremento nei livelli di produzione del gene del retinoblastoma fosforilato (Rb), con 

conseguente minore attività dei complessi CDK4 e CCNE2. BCL2 e MYCN sono stati 

identificati essere bersagli del miR-34a  ed essere mediatori dell’effetto fenotipico di 

soppressione dei tumori nel neuroblastoma ( Cole KA et al. 2008 ). Altri studi hanno 

riportato che Notch1, Notch2, e CDK6 sono deregolati dal miR-34a nelle cellule del 

glioma ( Li Y, Guessous F et al. 2009 ) e i membri della famiglia del miR-34 sono stati 

identificati anche come promettenti marker prognostici nel Carcinoma Polmonare a Non 

Piccole Cellule (NSCLC). Il miR-29, altamente espresso nelle cellule epiteliali che 

costituiscono l'albero biliare intra-epatico (colangiociti) e deregolato nelle cellule 



Introduzione: I microRNA 

 

15 

 

maligne del colangiocarcinoma; è un regolatore endogeno dell’espressione della 

proteina Mcl-1 e quindi dell’apoptosi. E’ stato dimostrato che i membri della famiglia 

del miR-29 (miR-29a, miR-29b, e miR-29c) eliminano direttamente p85 alpha (la 

subunità regolatoria della phosphoinositide 3-kinase) e CDC42 (una GTPase della 

famiglia di Rho), i quali regolano negativamente p53, e possono indurre l’apoptosi in 

maniera p53-dipendente (Park SY, Lee JH et al. 2009) (Tabella 2). Il miR-122, 

specifico per il fegato, (Tsai WC, Hsu PWet al. 2009) è significativamente deregolato 

nel carcinoma epatico con metastasi intraepatiche. Il ripristino del miR-122 nelle cellule 

metastatiche riduce significativamente la migrazione, l’invasione e l’ancoraggio-crescita 

indipendente in vitro, mentre in vivo riduce la tumorigenesi, l’angiogenesi e la metastasi 

intraepatica in un modello di cancro ortotopico del fegato. Inoltre, è stato visto che 

ADAM17 (una disintegrina e metalloproteasi) è coinvolta nelle metastasi come un 

bersaglio del miR-122.  

 

Tabella 2.  

I miRNA più deregolati nel cancro umano. (Michela Garofalo and Carlo M. Croce. 2010) 

 

I microRNA possono intervenire nel fenomeno dell’apoptosi: un esempio è costituito 

dal gene bantam di Drosophila, che codifica per un microRNA che a sua volta svolge 

funzioni antiapoptotiche (regolando negativamente il gene pro-apoptotico hid) e stimola 

la proliferazione cellulare. Data l’imperfezione dell’appaiamento tra il microRNA e i 

propri geni bersaglio, la predizione di questi ultimi si rivela complessa, in quanto è 

dovuta ad altri fattori, oltre che alla complementarietà tra le basi, anche se è noto che 

l’appaiamento dei nucleotidi che vanno dal secondo all’ottavo (in direzione 5’, 3’) del 

microRNA con la regione genica bersaglio ha una grande importanza. La creazione di 
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algoritmi quali miRanda, TargetScan e PicTar ha permesso la predizione di numerosi 

geni bersaglio, che oltre alla perfetta omologia di appaiamento tra i nucleotidi 2-8 del 

microRNA e la regione bersaglio, considerano l’eventuale omologia (anche imperfetta) 

con la restante sequenza del microRNA e anche la conservazione filogenetica della 

sequenza bersaglio 

I tre algoritmi hanno consentito di predire centinaia di bersagli e grazie ad essi si è 

potuto ipotizzare che ciascun microRNA influenzi l’espressione di circa un centinaio di 

geni diversi, anche se non è ancora possibile stabilire con certezza la veridicità delle 

loro predizioni perché solo pochi dei bersagli predetti (come RAS per let-7, ed altri) 

sono stati convalidati con altri metodi.  

I microRNA non sono implicati solo nello sviluppo di tumori primari, ma anche nella 

progressione e nella fase metastatica della malattia. Infatti, diversi dati mostrano come i 

microRNA siano implicati nella regolazione di processi biologici relativi 

all’acquisizione di potenziale metastatico, come adesione, migrazione e invasione e 

angiogenesi. Per esempio, il miR-10b è deregolato in tutti i carcinomi alla mammella di 

pazienti senza metastasi, ma, sorprendentemente, il 50% dei pazienti con metastasi 

presenta elevati livelli di miR-10b nei loro tumori primari. Il microRNA miR-10-b 

attiva indirettamente il gene pro-metastatico RHOC attraverso la soppressione di 

HOXD10; invece tre microRNA: microRNA miR-335 , microRNA miR-206 e 

microRNA miR-126 sono stati identificati come soppressori di metastasi sempre nel 

tumore della mammella ( Ma L, Teruya-Feldstein J et 2007) 

E’ stato recentemente osservato che tumori primari e metastasi dallo stesso tessuto, 

mostrano un pattern di espressione di miRNA simile (Rosenfeld N et al 2008); i 

microRNA possono controllare la progressione del tumore anche a questo livello, 

promuovendo o inibendo la proliferazione delle cellule endoteliali. I miR-221 and miR-

222 reprimono le proprietà proliferative ed angiogeniche di c-Kit nelle cellule 

endoteliali,( Poliseno L et al. 2006) mentre la riduzione ipossica di miR-16, miR-20a e 

miR-20b, che bersagliano direttamente i fattori di crescita endoteliali vascolari, va a 

favore del processo angiogenico (Hua Z, Lv Q, Ye W, et al. 2006). I livelli dei fattori di 

crescita vascolari possono essere indirettamente incrementati dal miR-27b, mediante 

riduzione della proteina ZBTB10 e la conseguente attivazione del fattore di trascrizione 

Sp (Mertens-Talcott SU et al. 2007 ) e dal miR-126, mediante repressione della proteina 

Spred-1 e della subunità regolatoria 2 della fosfoinositolo 3-chinasi ( Fish JE, Santoro 

MM et al. 2008) 



Introduzione: I microRNA 

 

17 

 

L’angiogenesi può essere promossa anche dal miR-210, attivato tramite ipossia e 

repressore diretto del ligando endoteliale eparina A3 ( Pulkkinen K et al.2008.) e dal 

cluster del miR-17-92 cluster, che sostiene le proprietà angiogeniche di MYC mediante 

la repressione dei fattori di crescita del tessuto connettivo e della trombospondina 1, una 

glicoproteina adesiva antiangiogenica, legata anche dal miR-27b e let-7f.( Kuehbacher 

A et al. 2007)  

 

1.6   MiRNA ed epigenetica 

 

La deregolazione dell’espressione dei microRNA nel cancro può anche essere dovuta a 

difetti nel macchinario della biogenesi dei microRNA. Questo è supportato dai cambi 

dei livelli dei microRNA conseguenti all’alterata attività di Drosha o Dicer nei diversi 

tipi di tumori e dalle modificazioni epigenetiche, come l’alterazione della metilazione 

del DNA. Un’estensiva analisi delle sequenze genomiche dei geni dei miRNA ha 

mostrato che circa la metà di loro è associata con le isole CpG, suggerendo che loro 

potrebbero essere soggette a questi meccanismo di regolazione. Diversi dati hanno 

infatti provato che uno stato di metilazione alterata potrebbe essere responsabile della 

deregolata espressione dei miRNA nel cancro, come il silenziamento di microRNA 

soppressori di tumori: trattando le cellule del cancro alla vescica T24 e fibroblasti umani 

con 5-Aza-2-deoxycytidine, inibitore di DNMT, è stata osservata una forte regolazione 

positiva del miR-127, microRNA caratterizzato da un promotore dell’isola CpG, capace 

di legarsi al proto-oncogene BCL-6, e silenziato in diverse cellule di cancro (Saito Y, 

Liang G, Egger G, et al. 2006. ). Con lo stesso approccio è stato dimostrato che il miR-

9-1 è ipermetilato e conseguentemente deregolato nel cancro alla mammella (Lehmann 

U, Hasemeier B et al. 2008. ), come per il miR-34b e il miR-34c nel cancro al colon 

(Toyota M, Suzuki H et al.2008 ). La metilazione non è l’unico meccanismo epigenetico 

che può avere effetto sull’espressione dei microRNA; per esempio nelle cellule SKBR3 

di carcinoma alla mammella, l’inibizione dell’istone deacetilasi è seguita da 

un’estensiva e rapida alterazione dei livelli dei microRNA (Iorio et al. 2009).  
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Figura 3.  

Genesi dei tumori umani, miRNA oncogeni e miRNA soppressori. 

Eventi attivatori o inattivatori di microRNA e la cooperazione con geni codificanti proteine (PCGs) 

coinvolti in genesi di tumori umani. Le anomalie riscontrate e che influenzano l’attività dei microRNA 

sono le stesse descritte per i bersagli PCGs, inclusi riarrangiamenti cromosomici, amplificazioni 

genomiche o delezioni, e mutazioni. L’inattivazione di tumor-suppressors PCGs e l’attivazione di miRNA 

oncogenici hanno le stessa conseguenza molecolare: riduzione del livello di proteine bloccanti la 

proliferazione e l’attivazione dell’apoptosi. In contrasto, l’attivazione di PCGs oncogenici e 

l’inattivazione di tumor-suppressor miRNA sono seguiti da accumulazione di proteine che stimolano la 

proliferazione e diminuiscono l’apoptosi. 

 

 

 

1.7   Uso terapeutico dei miRNA 

 

Considerando l’importanza dei microRNA nello sviluppo, progressione e trattamento 

del cancro, si sta cominciando a sfruttare il potenziale utilizzo di una terapia basata sui 

microRNA, modulando la loro espressione reintroducendo i microRNA persi nel 

cancro, o inibendo microRNA oncogenici, utilizzando oligonucleotidi anti-microRNA. 

Per esempio, la trasfezione dei miR-15a/16-1 induce l’apoptosi nelle cellule leucemiche 

MEG01 e inibisce la crescita del tumore in vivo, mentre l’inibizione del miR-21 con un 

oligonucleotide antisenso genera una risposta pro-apoptotica e antiproliferativa in vitro 

in differenti modelli cellulari e riduce lo sviluppo del tumore e il potenziale metastatico 

in vivo (Si ML, Zhu S, Wu H, et al. 2007). Inoltre, i microRNA sono coinvolti in 



Introduzione: I microRNA 

 

19 

 

specifici networks, come l’apoptosi, la proliferazione, o la pathways guidata dai 

recettori, che potrebbero influenzare la risposta a determinate terapie o a chemioterapie: 

l’inibizione del miR-21 e del miR-200b aumenta la sensibilità alla gemcitabina nei 

colangiociti, probabilmente mediante modulazione di CLOCK, PTEN, e PTPN12.( 

Meng F et al:2006) 

Una nuova ricerca pubblicata su Nature Medicine indica che farmaci mirati, come 

gefitinib potrebbero trattare in modo più efficace il cancro ai polmoni non a piccole 

cellule, se combinati con agenti che determinano il blocco di microRNA. Lo studio 

mostra che la sovraespressione di due geni, MET e EGFR, provoca la 

deregolamentazione dei sei microRNA, e che tale deregolamentazione porta alla 

resistenza gefitinib. I risultati confermano lo sviluppo di agenti per ripristinare i livelli 

di questi microRNA, inoltre offrono anche una nuova strategia per il trattamento del 

tumore non a piccole cellule del polmone (NSCLC), che è responsabile di circa l’85 per 

cento dei 221 mila dei casi di cancro e 157.000 decessi che si verificano ogni anno negli 

Stati Uniti. Infine, suggerisce che misurare i livelli di espressione di alcuni microRNA, 

quelli controllati dal gene MET , potrebbe prevedere quali casi di cancro al polmone 

possono essere resistenti a gefitinib. 

EGFR (che sta per "recettore del fattore di crescita epidermico") è spesso sovra-espresso 

nel tumore non a piccole cellule del polmone (NSCLC), e questo porta ad una 

proliferazione cellulare incontrollata. Gefitinib inibisce selettivamente l'attivazione di 

EGFR e attiva le cellule tumorali ad autodistruggersi per apoptosi. Cellule NSCLC 

inevitabilmente possono però sviluppare resistenza al farmaco. Questo ulteriore studio 

conferma l’assoluta importanza dei miRNA nel cancro ed il motivo per cui le attuali 

ricerche volgono il loro interesse nell’uso terapeutico dei miRNA. 
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2. Il cluster del miR-302-367 nell’uomo 

Numerose evidenze sperimentali hanno suggerito un ruolo importante dei miRNA 

nella biologia delle cellule staminali embrionali, ESC. Il cluster del miR-302-367 

sembra esclusivamente espresso ad alti livelli nelle ESCs, ma non pare sia presente né 

nelle cellule staminali somatiche, né nelle cellule adulte/embrionali differenziate. La 

struttura del gene del miR-302-367 nell’uomo è stata identificata, caratterizzata e 

funzionalmente validata nelle cellule staminali umane. L’attività del promotore dipende 

dalla ontogenesi e gerarchia cellulare. Il promotore del miR-302-367 è 

trascrizionalmente regolato da fattori trascrizionali specifici delle ESC quali Oct3/4, 

Sox2 e Nanog e la sua attività è ristretta al compartimento staminale. Funzionalmente 

questo cluster regola il ciclo cellulare nelle ESCs promuovendo il self-renewal e la 

pluripotenza, quindi rappresentando un master regulator nel mantenimento della 

staminalità nelle hESC. 

 

2.1  Struttura ed espressione del cluster 

La sequenza genomica codificante per il miR-302 è localizzata nel locus 4q25 del 

cromosoma 4 umano (http://genome.ucsc.edu/): il gene codificante per il cluster del 

miR-302-367 è di tipo Pol II, pertanto codifica per un prodotto trascrizionale a cui verrà 

aggiunto il cap in 5’ e la coda di poly-A in 3’. Il gene codificante il miR302-367 

contiene 2 esoni e 3 introni, il trascritto con splicing alternativo, può o non può 

includere l’esone 2. Il cluster del miRNA è localizzato nel primo introne e nessuna dei 

due tipi di mRNA maturo ottenuto mediante diverso splicing sembra codificare per 

qualche proteina. Il cluster del miR302-367 umano è policistronico, cioè è organizzato 

in modo che tutti gli 8 diversi miRNA vengano prima espressi in un singolo mRNA che 

verrà in seguito processato e maturato da Drosha/DGCR8 e Dicer in modo da ottenere i 

singoli miRNA: miR302a, miR302a*, miR302b, miR302b*, miR302c, miR302c*, 

miR302d, e miR367. É stato trovato il punto di partenza del trascritto primario del miR-

302 in una timina localizzata 153 bp prima della sequenza codificante il miR-302b*, che 

è il primo miRNA del cluster ( Figura 4 ). (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008).  I 

maggiori membri della famiglia del miR302 (302a, 302b, 302c, e 302d) condividono 

una sequenza altamente omologa, differente solo nell’esanucleotide in 3’. Le sequenze 

dei motif in 3’ trovate per miR302a, miR302b, miR302c e miR302d sono 

rispettivamente UGG, UGA, UAGUAG, CAGUGG, e GAGUGU. E’ stato visto che 

http://genome.ucsc.edu/
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l’esanucleotide in 3’ di alcuni miRNA può agire come elemento di localizzazione 

nucleare (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008).  

 

Figura 4. Unità trascrizionale del gene del miR302-367. 

Struttura del gene e componenti genomici dell’unità trascrizionale del miR302-367 umano. Il primo 

nucleotide ad essere trascritto è numerato come + 1 ( inizio della trascrizione ). Il cluster del miR302-

367 è localizzato con il primo introne. (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 

 

Tramite Northern Blot è stato determinato il rapporto dei livelli di espressione dei 

miRNA302a, miR302b, miR302c e miR302d  tra nucleo e citoplasma nelle hECCs  ( 

Figura 5 ). Le membrane sono state ibridate con le sonde U6 snRNA e lysine-tRNA 

rispettivamente, come marker nucleare e citoplasmatico al fine di verificare il 

frazionamento subcellulare. I quattro membri della famiglia del miR302 mostrano una 

predominante localizzazione citoplasmatica    ( range, 57%-70% ) con nessuna 

differenza rilevante fra di essi ( Figura 5 ). Quindi l’esanucleotide in 3’ non promuove 

la localizzazione nucleare per nessuno di questi membri della famiglia del miR302.  

 

 

                       

Figura 5. 

Distribuzione intracellulare dei membri della 

famiglia del miR-302.   

 

L’analisi Northern blot è stata utilizzata per  

confrontare la quantità di miR-302a, miR-302b,  

miR-302c e miR302d presente nel citoplasma e  

nel nucleo delle hECCs.  

(Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 
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   Per identificare l’importanza funzionale del motif del gene del miR302-367 sono state 

allineate le sequenze di distinte specie euteriane: Homo sapiens, Mus musculus, Bos 

taurus e Cannis familiaris  ( Figura 6 ).  

 

Figura 6   Rappresentazione della struttura del locus del miR302-367. 

La figura è una rappresentazione schematica del locus del miR302-367 umano. Le freccie nere 

rappresentano il precursore del miRNA. I rettangoli grigi rappresentano gli esoni del miR302-369. i 

rettangoli  segnati dalle linee indicano gli introni. Il segnale di poliadenilazione è rappresentato con una 

linea grigia verticale. La sequenza conservata del promotore è posta prima dell’inizio della trascrizione 

ed è rappresentata da una freccia grigia. Le freccie bianche rappresentano gli esoni di  LARP7. la parte 

più bassa della figura mostra un profilo di similarità di sequenza, (rappresentato in rosso) ottenuta 

dall’allineamento  multiplo degli omologhi di Homo sapiens (hs), Mus musculus (mm), Canis  familiaris 

(cf), and Bos taurus (bt) .(Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 

 

Il gene del miR302-367 è stato trovato sovrapporsi ( to overlap ) con il gene per la 

proteina Larelated 7 (LARP7), codificato dal DNA genomico del filamento opposto. 

Una regione altamente conservata, non correlata con la sequenza codificante per 

LARP7, è localizzata a monte dell’inizio della trascrizione del gene del miR302-367. Si 

è inizialmente pensato che questa regione conservata potesse essere il promotore del 

gene del miR302-367. Per verificare questa ipotesi è stato analizzata l'attività 

trascrizionale  della regione conservata di 525-bp (PROM_525) e di quella di un 
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frammento più lungo, di 974-bp che include una sequenza a monte (PROM_974) in 

differenti tipi cellulari comprendenti differenti stati ontogenici (embrionale contro 

adulti) e con diversi potenziali di sviluppo (cellule staminali contro cellule non-

staminali) (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008).  

 

Figura 7.  

Profilo di espressione del miR-302 in cellule embrionali.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

Il livello di espressione di un pannello di 170 miRNAs  è stato 

determinato tramite una RT-PCR quantitativa.             

I dati cono stati normalizzati sui livelli di mRNA di GAPDH  e il 

livello di espressione è  relativo ad un mix di campioni di tessuti 

adulti di riferimento. Gli spot completamente rossi indicano un 

aumento della regolazione di almeno 20 volte del miRNA del 

campione studiato rispetto al riferimento. Gli spot neri indicano 

che non vi è differenza nei livelli di espressione dei miRNA nei 

campioni rispetto al riferimento.  

(Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 

                                                   

In generale, il profilo di espressione del promotore del miR-302-367 mostra una robusta 

attività trascrizionale nella fase embrionale ( hESCs, hECCs, e mESCs ) che però 

diminuisce fino a diventar nulla durante  il differenziamento ( hMSCs e linee cellulari 

adulte ) . E' stata osservata un'attività trascrizionale simile tra la regione PROM_525 e 

PROM_974. Questi dati confermano che la regione, altamente conservata di 525-bp può 

rappresentare il core del promotore che regola l'espressione basale del gene del miR302-

367 e che la sequenza addizionale presente nel costrutto PROM_974 può contenere 

elementi di enhancing. Il promotore risulta attivo durante lo sviluppo embrionale 

(hESCs, mESCs, e hECCs), ma viene inattivato nella fase tardiva dello sviluppo ( 

hMSCs e linee di cellule trasformate ). Dal punto di vista gerarchico, l'attività del 

promotore viene deregolata durante la differenziazione delle cellule staminali, a 

dimostrazione che è limitata alle ESC. Questi dati indicano che l'attività del promotore 

del miR302-367 dipende dalla fase gerarchica e ontologica delle cellule. È stato eseguito 

un profilo di espressione su un pannello di miRNA in differenti  hESCs, hMSCs e 

hECCs ( Figura 7 ). I risultati dei  profilo di espressione e i dati relativi all'attività 

trascrizionale del promotore del miR-302 indicano che vi è un’ espressione specifica del 

cluster del miR-302-367 per la fase embrionale.  
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Diversi studi suggeriscono che l’attivazione trascrizionale del cluster del miR-302 sia 

attuata da Oct4 e Sox2. È chiaro dai risultati di recenti analisi condotte sui topi e sugli 

esseri umani che le proteine provviste di omeodominio Oct4, Sox2 e Nanog sono l'apice 

di una gerarchia trascrizionale responsabile dell'iniziazione e/o del mantenimento 

dell'espressione di gruppi di geni che regolano positivamente  la pluripotenza e che 

reprimono i geni associati con la differenziazione. Sono stati osservati i siti di legame 

per Oct4 e Sox2 nella regione del promotore del cluster del miR-302, nelle regioni 

ortologhe di umani, topi e polli ( Figura 9 ). I siti di legame sono conservati anche in 

altre specie, inclusi i primati, altri mammiferi e gli uccelli . Tramite Chromatin 

ImmunoPrecipitation assay (ChIP) è stato analizzato il legame di Oct4 e Sox2 con 

questi loci genomici nelle hESCs utilizzando anticorpi specifici per Oct4 e Sox2 e 

specifici primer che amplificano la regione che circonda il sito di legame ipotizzato; i 

risultati ottenuti mostrano che Oct4 e Sox2 legano la regione del promotore del miR-

302. Ulteriori analisi della sequenza del promotore del miR-302 indicano che a valle del 

sito di legame di Oct4 e Sox2 c'è anche un sito di legame con Nanog (Figura 9). Questo 

dato è confermato dai risultati del chromatin immunoprecipitation assay, mediante l'uso 

di anticorpi specifici per Nanog. Il decremento dell’espressione della proteina Oct4 in 

corrispondenza del decremento dell’espressione del miR-302 durante il periodo della 

differenziazione indica che Oct4 agisce come un attivatore trascrizionale del cluster di 

questo gene.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  

Oct4, Sox2, e Nanog legano la regione del promotore del cluster del miR-302 cluster nelle hESCs. 

Allineamento della regione promotrice omologa del cluster del miR-302 cluster del miRNA dell’uomo, 

topo e pollo. I siti di legame putativi di Oct4, Sox2 e Nanog sono evidenziati, rispettivamente, in  blu, 

rosso e verde. Gli asterischi indicano lì omologia di sequenza. (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 
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Per determinare se i fattori di trascrizione Oct4 e Sox2 attivano direttamente il miR-302, 

è stato clonato un frammento di 1kb contenente la regione del promotore del miRNA 

nel vettore pGL3. Il costrutto è stato poi introdotto nelle hESCs in cui è stata diminuita 

la quantità delle proteine Oct4 e Sox2 usando dei siRNAs e in hESC di controllo. Nelle 

cellule con minore quantità di Oct4 si osserva il 65% della riduzione dell’attività della 

luciferasi rispetto al controllo. Questi dati confermano che l’espressione del miR-302 è 

dipendente da Oct4/Sox2 nelle hESCs e suggerisce che Oct4 e Sox2 funzionano come 

attivatori trascrizionali. (Alicia Barroso-delJesus et al. 2008) 

 

2.2 Il miR-302 e NODAL 

Le cellule staminali embrionali umane (hESCs) sono derivati degli epiblasti che fanno 

parte della Massa Cellulare Interna (ICM) di una blastocisti o di embrioni prima fase di 

morula. Un’ibridazione in situ su embrioni di topo ha rivelato che il miR-302 è 

abbondantemente espresso nella regione embrionale/epiblasto dell’embrione durante la 

gastrulazione ed è escluso dalla struttura extraembrionale ( Alessandro Rosa, et al. 2009 

). Il miR-302-367 inibisce Lefty, che è l’effettore intermediario negativo del pathway di 

TGFβ / Nodal / Activin. Il pathway di Nodal gioca un ruolo cruciale nella 

specificazione della linea germinale. Studi condotti sull’embrione di topo e su hESCs 

hanno suggerito un ruolo di Nodal nella prevenzione delle cellule epiblastiche 

pluripotenti dalla differenziazione verso cellule neuronali anteriori in modo da 

permettere la specificazione del mesendoderma. Nodal  è espresso nella parte sinistra 

dell’organismo nelle prime fasi dello sviluppo ed è importante per la formazione 

dell’asimmetria destra-sinistra. Il knockout di Nodal nel topo causa l’assenza della 

striscia primitiva e la mancata formazione del mesoderma, con conseguente arresto 

dello sviluppo dopo la gastrulazione. Nell’uomo, miR-302 si lega a entrambi i ligandi 

Lefty, ma non a Nodal (Figura 9).  

 

Figura 9.  

miR-302 bersaglia  Lefty negli umani 

Sequenza del bersaglio putativo del miR-302 targets negli human. I numeri indicano la posizione della 

sequenza in accordo con il Centro Nazionale per l’informazione Biotecnologica. La sequenza 

complementare alla regione seed è indicata in rosso. (Alessandro Rosa et al. 2009) 
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Per chiarire il ruolo funzionale del miR-302 nelle hESC sono stati effettuati esperimenti 

di perdita di funzione con l’oligonucluotide LNA (Locked Nucleic Acid) antisenso per 

il miR-302 (Constance Ciaudo  et al. 2009.). Si osserva una forte diminuizione dei 

livelli di espressione sia dei markers specifici per il mesoderma, come Brachyury e 

FoxF1, che per i markers dell’endoderma come Mixl1 e Sox17a. Invece i marker 

neuroectotermi precoci mostrano una risposta contraria al knockdown del miR-302; 

l’espressione dei markers di pluripotenza Oct4 e Nanog rimane invariata. Questi risultati 

indicano che il miR-302 è richiesto per una corretta differenziazione del mesoderma e 

dell’endoderma nell’uomo. Il miR-302 induce specificamente l’espressione di entrambi 

i markers mesodermici Brachyury e FoxF1 e dei markers endodermici Mixl1 and 

Sox17a.  

Al contrario, la spontanea differenziazione verso il neuroectoderma viene ostacolata, 

come si può vedere sperimentalmente, dalla forte riduzione dell’espressione di Pax6, 

Sox1, e NeuroD1 ( Figura 10 ). Infine, per verificare direttamente se l’espressione del 

miR-302 comporta un decremento di Lefty , sono stati differenziati  i corpi embrionali ( 

Ebs ) in presenza della proteina ricombinante Lefty (recLefty)..  

 

                                                                                            

        

 

Figura 10.  

 Overespressione del miR-302 in cellule staminali embrionali umane.  

Analisi con  Real-time qPCR  dell’espressione dei markers indicati, nelle cellule RUES2 ( barra blu) e 

RUES2-302 (barra rossa) differenziate in EB per 11 giorni. (Alessandro Rosa et al. 2009.) 

 

Dato che il miR-302 può legarsi a Lefty solo a livello dell’ mRNA, il ligando esogeno 

recLefty reverte l’effetto della repressione del miRNA sul gene endogeno lefty  
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compensando il decremento nella loro traslazione. In presenza di recLefty, rispetto al 

controllo, si osserva una diminuizione dei livelli dei geni del mesendoderma e 

l’induzione dei geni del neuroectoderma. Quindi il miR-302 aumenta attività di Nodal 

riducendo l’attività del suo inibitore e incrementando l’effetto soglia di Nodal. Inoltre 

questo aumento dell’attività di Nodal sostiene  l’espressione dei marker della 

pluripotenza, come Oct4, nel differenziamento delle hESCs. 

 

2.3 Ciclo cellulare e miR-302 in ES cells 

Non appena le cellule si differenziano, progressivamente la popolazione cellulare passa 

da una corta fase G1 ad una lunga fase G1 del ciclo cellulare e questo cambio è mediato 

dall’attenuazione dell’espressione del miR-302.  

 

Figura 11. miR-302 miRNAs target 

cell cycle regulators and promote 

an ESC-like cell cycle 

L'espressione del cluster del miRNA 

miR-302 è associato con una fase 

G1 breve. Cellule HeLa sono state 

trasfettate con pre-miR-302a o il 

controllo pre-miR negativo (neg). 

Analisi del ciclo cellulare è stata 

eseguita mediante FACS. La 

percentuale di cellule in G1, S e G2 

/ M sono rappresentate nel grafico. 

Qui sono illustrati una tipica analisi 

FACS plot (A) e un grafico che 

rappresenta la media ± SEM dei risultati di tre esperimenti indipendenti (B). (C e D) NHFs 

sono state trasfettate con pre-miR-302a o negativo di controllo pre-miR. Qui sono illustrati una 

tipica analisi FACS trama (C) e un grafico che rappresenta la media ± SEM dei risultati di 

quattro esperimenti indipendenti (D). (E ed F) BG-01 cellule cresciute su piastre Matrigel sono 

state trasfettate con 200 pmol miR-302a,-b,-c di ognuno, e d-inibitori (ab) o il controllo 

negativo, e analisi del ciclo cellulare è stata eseguita mediante FACS. Percentuale di cellule in 

G1, S e G2 / M sono rappresentate nel grafico. Qui sono illustrati una tipica analisi FACS plot 

(E) e un grafico che rappresenta la media ± SEM dei risultati di tre esperimenti indipendenti 

(F). ( Deborah A. Greer Card et al. 2008 ).  
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Trasfettando cellule HeLa con il pre-miR-302a o con un controllo negativo del pre-miR 

si osserva un incremento della fase S e della fase G2/M nella popolazione, oltre che una 

diminuizione del numero di cellule in fase G1. Risultati simili si osservano utilizzando 

anche cellule MCF-7 ( Deborah A. Greer Card et al. 2008 ). 

Per investigare l’effetto dell’espressione del miR-302 sul ciclo cellulare delle cellule 

hESC, è stata inibita la funzione del miR-302a, -b, -c, and –d nelle hESCs con una 

sequenza specifica a singolo strato inibitrice di acidi nucleici ( anti-miR-302 ). L’analisi 

delle hESCs trasfettate con l’anti-miR-302 mostra un incremento della popolazione 

delle cellule in fase G1 rispetto alla popolazione di cellule trasfettate con il controllo, 

una sequenza casuale inibitrice di acido nucleico. Questi risultati dimostrano che 

l’inibizione del miR-302 nelle hESCs causa un cambio nel profilo del ciclo cellulare. Si 

sa che le hESCs presentano una bassa espressione della ciclina D1 e una breve fase G1 

(Savatier P et al 1996) che è regolata da un pathway, oltre che dall’azione di RB, 

mediata dal complesso ciclina D/Cdk4. Inoltre il sito di legame del miR-302 con il 3’ 

UTR della ciclina è altamente conservato. L’analisi tramite Western Blotting del lisato 

delle hESC e la qRT-PCR (Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR) 

dimostrano che con l’aumento della differenziazione, il livello della proteina ciclina D1 

diminuisce, ma ci sono solo piccoli cambi nel livello dell’mRNA della ciclina D1. 

Inoltre si è visto che il complesso ciclina D1/Cdk4 è correlata con una diminuzione 

dell’attività della chinasi nelle cellule staminali di topo (mESC) (Deborah A. Greer 

Card et al. 2008 ).  

Il risultato dell’analisi della sequenza del miR-302a ha rivelato un potenziale sito di 

legame alla sequenza 3’ UTR di Cdk4. Le kinasi Cdk2, Cdk4 e Cdk6 sono tutte espresse 

a bassi livelli nelle cellule pluripotenti e ad alti livelli nelle cellule differenziate 

mediante trattamento con acido retinoico (RA). Perciò, il miR-302 potrebbe legarsi a 

questi mRNA e regolare la loro espressione. Per determinare se, effettivamente il miR-

302 reprime a livello post-trascrizionale la ciclina D1 nelle hESCs, è stata inibita la 

funzione del miR-302a, -b, -c, e -d con l’ anti-miR-302: in queste condizioni i livelli 

della proteina ciclina D1 aumentano, ma non si riscontrano cambi nel livello 

dell’mRNA della ciclina D1. Questi dati confermano che il mir-302 reprime 

trascrizionalmente la ciclina D1 nelle hESCs ( Deborah A. Greer Card et al. 2008). I 

livelli delle proteine Oct4 e Sox2 delle cellule trasfettate con l’anti-miR-302 e del 

controllo, sono equivalenti, a indicare che queste cellule non si sono differenziate. 

Analizzando con una qRT-PCR le cellule Hela trasfettate con il pre-miR-302a, una 
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molecola precursore del miRNA maturo e con il controllo negativo pre-miRNA, una 

sequenza precursore che non codifica per nessun miRNA conosciuto, si osserva una 

significativa diminuzione della proteina ciclina D1 nelle cellule trasfettate con il 

premiR-302a e nessuna variazione a livello dell’mRNA rispetto al controllo (il 

significato non è del tutto comprensibile). Inserendo la sequenza in 3’ UTR della ciclina 

D1 riconosciuta dal miR-302a in un plasmide che esprime il gene della luciferasi e 

utilizzando una regione mutata come controllo, è stata osservata una riduzione 

dell’attività della luciferasi (e quindi una riduzione dell’espressione della regione 

inserita nel plasmide) dei campioni rispetto al controllo. Questo dimostra che il miR-

302 attua una repressione diretta della ciclina D1. Inibendo il miR-302 nelle hESC si 

osserva anche un incremento della proteina Cdk4, che risulta quindi essere un bersaglio 

del miR-302. Inoltre la trasfezione del pre-miR-302a nelle Hela causa il decremento 

della proteina Cdk4, dimostrando che è un bersaglio del miR-302 anche in un sistema 

eterologo (Deborah A. Greer Card et al. 2008.) 

 

2.4 SCR (Somatic Cell Reprogramming) e miR-302 

L’inizio del reprogramming delle cellule somatiche (SCR) comporta meccanismi 

altamente coordinati di metilazione del DNA e degli istoni, tali da alterare la struttura 

della cromatina e l’attività dei geni. Utilizzando diversi programmi di predizione dei 

bersagli del miRNA-302 è stato trovato che l’istone demetilasi specifico per la lisina 

(namely AOF, KDM or LSD) e la proteina legante la CpG metilata (MECP) sono i due 

maggiori gruppi della regolazione epigenetica legati dal mir-302. AOF contiene due 

membri famigliari AOF1 and AOF2, che reprimono la trascrizione dei geni mediante 

demetilazione della lisina 4 dell’istone 3 (H3K4). Nei topi transgenici knockout, la 

perdita di AOF1 o AOF2 aumenta sostanzialmente la metilazione di H3K4 e il 

silenziamento sia di AOF1 che di AOF2 è sufficiente a indurre una demetilazione 

globale del DNA.  

Shi-Lung Lin. et al. 2010 hanno inoltre dimostrato che l’espressione ectopica del cluster 

del miR-302 induce non solo la demetilazione globale tramite il silenziamento di 

MECP1-p66 e di MECP2 ma anche la  co-espressione dei geni Oct3/4–Sox2–Nanog, 

che inducono il reprogramming sia delle cellule umane normali che di quelle cancerose 

in uno stato di pluripotenza simile a quello delle hES L’analisi tramite Western blot ha 

messo in evidenza che le human hair follicle cells (hHFC) esprimono alti livelli di 

AOF2 e MECP1/2 ma bassi livelli di AOF1, ad indicare che il silenziamento di AOF2 
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gioca un maggior ruolo nel reprogramming delle hHFC. AOF2 è richiesto per 

stabilizzare la DNA metiltransferasi 1 (DNMT1) e preservare la sua attività di 

mantenimento della metilazione globale. La riduzione di DNMT1 rende il genoma delle 

cellule staminali pluripotenti indotte dal miR-302 (mirPS) suscettibili all’attività di 

demetilazione, il cui effetto viene inoltre aumentato tramite la co-soppressione di 

MECP1/2 (con riduzioni del 96±1% e 81±5%, rispettivamente) e può comportare la 

demetilazione globale e l’attivazione di Oct3/4–Nanog. Diversi esperimenti indicano 

che la demetilazione globale indotta dal mir-302 è concentrazione dipendente e 

necessita della co-soppressione di AOF1/2 e MECP1/2 (Shi-Lung Lin. et al. 2010). 

La differenziazione neuronale può essere indotta nelle cellule mirPS da una data 

quantità dell’oligonucleotide anti-mir-302 a conferma del ruolo critico della 

concentrazione del mir-302 nel mantenimento della staminalità delle cellule 

pluripotenti. Infatti microiniettando AOF2 ricombinante nei nuclei delle cellule 

differenziate, queste richiedono una concentrazione più alta di miR-302 rispetto alle 

cellule prive di AOF ricombinante per diventare cellule mirPS. Questi dati dimostrano 

anche che a causa della co-interazione tra il miR-302 e AOF2, l’SCR è un processo 

reversibile.  

     

2.5. P63 e miR-302 

Uno screen basato sull’immunofluorescenza ha identificato il miR-302 come 

antagonista dell’espressione di p63. p63 è un’isoforma del soppressore dei tumori p53 

ed è essenziale per diversi importanti meccanismi durante lo sviluppo come l’arresto del 

ciclo cellulare, l’apoptosi nelle cellule germinali e l’attivazione dell’apoptosi in risposta 

al danno al DNA . Infatti p63 determina la rapida apoptosi degli oociti in risposta 

all’irradiazione ed è stato definito essere un guardiano della linea germinale, in parallelo 

al ruolo di p53 come guardiano del genoma. Cellule di cancro testicolare come GH e 

833KE presentano un livello di mRNA e di proteina del p63 minore rispetto ai testicoli 

sani ed alti livelli di miR-302. Il miR-302 è stato trovato anche nel seminoma e nel 

carcinoma embrionale: sebbene il trattamento con l’inibitore dell’istone Deacetilasi 

(HDAC) aumenti i livelli di p63 in queste cellule, si osserva un ulteriore incremento con 

il blocco del miR-302. Questo conferma che il miR-302 contribuisce alla soppressione 

di p63 in queste cellule tumorali ( A. H. J. Scheel, et al. 2009.).  

La p63 è presente in tre isoforme, alfa, beta e gamma. L’isoforma gamma è stata trovata 

nei testicoli di topo a livelli inusuali alti ed è caratterizzata da un’estremità 



Introduzione: il cluster del miR302-367 nell’uomo 

 

31 

 

carbossiterminale alternativa e da una corrispondente differenza al 3’ terminale del suo 

mRNA. Il miR-302 si lega alle isoforme alpha e beta di p63 ma non all’isoforma 

gamma. Inoltre si pensa che il miR-302 abbia bersagli addizionali oltre la p63 la cui 

repressione promuove il cancro ai testicoli ( Andreas Hans Joachim Scheel et al. 2009 ).  

 

2.6 miR-302 e cellule tumorali germinali  

La maggiorparte dei miRNA differenzialmente espressi nei Tumori a Cellule Germinali 

pediatriche (GCT) sono deregolati, come è stato osservato anche per altri tipi di cellule 

maligne. La più significativa differenza di espressione è la regolazione positiva dei 

miR-371–373 e del cluster del miR-302. Tramite qRT-PCR si è visto che tutte le cellule 

maligne gonadali adulte e pediatriche GCT mostrano un aumento del livello di 

espressione del cluster del miR-302 rispetto al tessuto non maligno di controllo. Questi 

dati suggeriscono che l’espressione del cluster del miR-302 nelle GT maligne 

rappresenta la persistenza di un pattern embrionale dell’espressione dei miRNA che non 

è presente nei tessuti normali e nei teratomi o l’acquisizione di una ri-espressione, 

regolata da meccanismi sconosciuti (Palmer et al., 2010). È stata osservata un’associazione 

tra i livelli del miR-302 e l’overespressione di fattori di trascrizione. L’analisi tramite 

Sylamer suggerisce fortemente che l’overespressione del cluster del miR-302 è 

funzionalmente importante nelle GCT maligne perchè riduce globalmente i livelli degli 

mRNA bersaglio. Si osservano arricchimenti degli esameri GCACTT della regione 

complementare alla sequenza seed miR-302a–302d in geni sottoespressi nelle 

pediatriche maligne GCTs, nelle cellule tumorali dello Yolk Sac Tumor (YST) e nelle 

Cellule Endoteliali (EC) rispetto al controllo non maligno e nelle YST adulte rispetto al 

controllo testicolare. Utilizzando l’analisi GO si può osservare che per per le GCT 

pediatriche maligne, YST e per il seminoma, gli mRNA deregolati contengono la 

regione complementare seed corrispondenti con la seed del miR-302a–302d che media 

processi cellulari importanti nell’oncogenesi e nella progressione maligna, in contrasto 

con il piccolo numero di processi metabolici identificato dai miRNA deregolati privi 

della comune regione complementare seed. Insieme questi dati indicano il significato 

funzionale generale del miR-302 nella biologia delle GCT maligne.  

Anche le cellule staminali germinali multipotenti adulte ( maGSC ) presentano un alto 

livello di espressione del miR-302. E’ stato indotto il differenziamento di queste cellule 

con RA e si è osservata nel tempo la variazione dell’espressione del miR-302 e dei 

marker di pluripotenza come Oct4. Il quinto giorno di differenziazione si osserva un 
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aumento del livello di espressione del miR-302 che poi diminuisce progressivamente 

con la progressione della differenziazione. Il decimo giorno si osserva una forte 

diminuizione dei livelli di Oct4. Dato che il profilo di espressione di Oct-4 non 

corrisponde a quello della famiglia del miR-302 questi risultati suggeriscono che il miR-

302 è più connesso con la risposta delle cellule pluripotenti alla differenziazione che 

con lo stato di cellule differenziate ( Zovoilis et al., 2008 ). 
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3. Cellule staminali 

 

Le cellule staminali sono cellule primitive non specializzate (indifferenziate) dotate 

della singolare capacità di trasformarsi in diversi altri tipi di cellule del corpo.  

Per poter essere definita come staminale una cellula deve soddisfare le seguenti 

proprietà: 

 Autorinnovamento ( self-renewal ) : capacità di compiere un numero illimitato di 

cicli replicativi mantenendo il medesimo stadio differenziativo.  

 Potenza: capacità di dare origine ai 3 foglietti embrionali, endoderma, 

mesoderma ed ectoderma e quindi a ogni tipo di specie cellulare 

Sebbene le cellule staminali siano dotate di un potenziale replicativo illimitato, sono 

normalmente quiescenti (fase G0 del ciclo cellulare) e solo di rado entrano in mitosi (fa 

eccezione lo sviluppo embrionale). Infatti la parte più consistente del "lavoro 

replicativo" che porta all'incremento numerico della progenie delle cellule staminali in 

funzione dell'accrescimento o della riparazione dei tessuti, viene svolto da cellule non 

staminali definite progenitori o Transit Amplifying Cells (TAC), derivate direttamente 

dalle cellule staminali, ma parzialmente differenziate e prive della capacità di 

autorinnovamento. Questa strategia replicativa, che limita il numero di eventi replicativi 

a cui una cellula staminale va incontro, si fonda probabilmente su due importanti 

principi tra loro collegati: lo stretto controllo del numero di cellule staminali; ogni 

cellula staminale occupa una propria niche (nicchia ) biologica definita da un complesso 

network di segnali biochimici, che probabilmente forniscono anche alla cellula 

staminale le informazioni necessarie sul momento opportuno per replicarsi.  

Conservazione dell'integrità del genoma delle cellule staminali: un basso numero di 

replicazioni riduce il rischio di danni al DNA, cioè di mutazioni. Le mutazioni a carico 

delle cellule staminali sono estremamente nocive e pericolose, poiché:  

 vengono trasmesse a tutte le generazioni di cellule figlie derivate da quella 

cellula staminale. Al contrario una mutazione in una TAC si ripercuote solo su di una 

singola generazione di cellule, che eventualmente dopo un certo tempo verrà comunque 

sostituita.  

 possono indurre la cellula staminale a degenerare in senso neoplastico, 

diventando una cellula staminale tumorale, cioè una tipologia di cellula probabilmente 

responsabile del continuo rifornimento di nuove cellule che caratterizza lo sviluppo e 

soprattutto le recidive dei tumori.  

 



Introduzione: cellule staminali 
 

34 

 

In base alle potenzialità si possono distinguere quattro tipi di cellule staminali: 

 Una singola cellula staminale totipotente (ES, Embryonic Stem Cells) può 

svilupparsi in un intero organismo e persino in tessuti extra-embrionali. I blastomeri 

posseggono questa proprietà.  

 Le cellule staminali pluripotenti (PS, Pluripotent Stem Cells) possono 

specializzarsi in tutti i tipi di cellule che troviamo in un individuo adulto ma non in 

cellule che compongono i tessuti extra-embrionali.  

 Le cellule staminali multipotenti (MS, Multipotent Stem Cells) sono in grado di 

specializzarsi unicamente in alcuni tipi di cellule.  

 Le cellule staminali unipotenti (US, Unipotent Stem Cells) possono generare 

solamente un tipo di cellula specializzata.  

Le cellule staminali sono anche classificate secondo la sorgente di derivazione, come 

embrionali fetali, amniotiche e adulte. 

Le cellule staminali pluripotenti indotte (iPs) sono cellule staminali di recente scoperta, 

ottenute dalla regressione di cellule adulte (quindi già determinate, ad esempio quelle 

cutanee) ad uno stato staminale (quindi pluripotente), usando un pool di specifici geni 

(come Sox2, cMyc, Klf4), immessi tramite un vettore virale; si suppone, quindi, che in 

futuro tali cellule possano essere utilizzate per ottenere cellule adulte già definite, 

appartenenti a qualsiasi tessuto o organo. 

Le cellule staminali adulte (CSE) sono cellule non specializzate reperibili tra cellule 

specializzate di un tessuto specifico e sono prevalentemente multipotenti. Queste sono 

tuttora già utilizzate in cure per oltre cento malattie e patologie. Sono dette più 

propriamente somatiche (dal Greco σῶμα; sôma = corpo), perché non provengono 

necessariamente da adulti ma anche da bambini o dai cordoni ombelicali (sia dal sangue 

del cordone che dal tessuto del cordone stesso)  

Le cellule staminali embrionali (ESC) sono ottenute a mezzo di coltura, ricavate dalle 

cellule interne di una blastocisti. La ricerca sulle cellule staminali embrionali è ancora ai 

primi stadi: fare ricerca con cellule umane di questo tipo è una questione controversa: 

l'utilizzo di ESC ha sollevato un grosso dibattito di carattere etico. Difatti per poter 

ottenere una linea cellulare (o stirpe, o discendenza) di queste cellule si rende necessaria 

la distruzione di una blastocisti, un embrione non ancora cresciuto sopra le 150 cellule; 

Questi embrioni sono le "rimanenze" di inseminazioni artificiali e circa il loro utilizzo 

in campo di ricerca la loro potenzialità potrebbe essere sfruttata per una ipotetica terapia 

di un maggior numero di patologie. 
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Le cellule embrionali germinali (ESG) derivano dalle cellule germinali primordiali delle 

gonadi del feto e che normalmente sviluppano in gameti maturi. Presentano le stesse 

caratteristiche delle ES e producono i 3 foglietti embrionali. Variano per le 

caratteristiche di crescita in vivo e in vitro. Possono essere cresciute per 70-80 

duplicazioni e non generano teratomi in cui si distinguono i 3 foglietti embrionali. 

Le cellule staminali amniotiche si trovano nel liquido amniotico che circonda il feto 

durante la gestazione: hanno caratteristiche biologiche molto simili alle staminali 

embrionali, ma non hanno le controindicazioni di tipo etico legate alla distruzione di un 

embrione. La ricerca su queste cellule è molto recente, ma sono note molte patologie per 

le quali è prevista l'applicazione sull'uomo: dalle malattie della retina, al diabete, alle 

malattie neurodegenerative, alla chirurgia ricostruttiva, alle patologie rare. Le cellule 

staminali fetali sono cellule con caratteristiche multipotenti, presenti nell'utero nel corso 

dello sviluppo fetale e vengono ottenute da aborti spontanei o da interruzioni di 

gravidanza.  

 

3.1  Pathways di staminalità delle cellule staminali embrionali 

 

Leukemia Inhibitury Factor 

gp130 è corecettore di numerose citochine (IL-6, IL-11, Ciliary neutrophic factor).  

Il LIF-gp130 è sufficiente per mantenere la pluripotenza in cellule staminali embrionali 

murine ma non in quelle umane. I pathways attivati da LIF si intersecano con quelli 

attivati da BMP-4, dando luogo sia a stimoli anti-differenziativi che pro-differenziativi 

Bone Morphogeic Protein-4 

BMP-4 si lega  agli eterodimeri dei recettori Ser-Thr di tipo 1 e 2                                        

Vengono attivati i fattori di trascrizione SMADs che inducono l’espressione di geni 

inibitori  della differenziazione in senso ectodermico. 

Oct-4 e Nanog 

Oct-4 è un fattore di trascrizione espresso nell’embrione fino alla gastrulazione e 

permane nell’adulto solo nelle cellule germinali. È fondamentale per il mantenimento 

del self-renewal e dello stato indifferenziato di una cellula: nelle ESC l’aumento della 

sua espressione induce differenziazione in senso mesodermico od endodermico, mentre 

una diminuzione determina una differenziazione cellulare in senso ectodermico.                           



Introduzione: cellule staminali 
 

36 

 

Nanog è espresso ad uno stadio leggermente più tardivo rispetto ad Oct-4, ma, 

analogamente, nell’adulto la sua espressione è limitata alle cellule germinali. È 

essenziale per il mantenimento della pluripotenza. 

Tabella 3. Marcatori cellule staminali (Cellule Staminali: una presentazione introduttiva. 

Federico Di Gesualdo . Scientific Staff of Phoenix Stem cell Foundation for Human Life ) 

 

 

3.2  Cellule staminali da liquido amniotico  

 

Le cellule staminali amniotiche possono essere ottenute dal campione residuo prelevato 

per effettuare l'esame di diagnosi prenatale facoltativa denominato "amniocentesi", 

esame che viene effettuato per via transaddominale, dopo la 16° settimana di 

gestazione. Dal residuo del liquido non utilizzato per l'esame diagnostico si ricavano 

cellule staminali multipotenti e di grande vitalità, in grado di moltiplicarsi centinaia di 

volte e capaci di differenziarsi in vari tessuti adulti. Rispetto alle embrionali, le 
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staminali amniotiche non hanno suscitato problemi etici e possono essere utilizzate ad 

uso autologo, cioè direttamente sull'individuo stesso. Questo fatto, non è attuabile con 

quelle embrionali, poiché l'embrione da cui originano è stato distrutto, permette una 

assoluta compatibilità con il "proprietario", senza alcun problema di rigetto. Il rigetto si 

può evitare anche con le cellule staminali adulte, ma queste ultime sono più "anziane", 

con minori capacità differenziative e meno dinamiche rispetto a quelle embrionali, fetali 

o amniotiche. In sintesi, è possibile affermare che le cellule staminali presenti nel 

liquido amniotico siano in grado di differenziarsi in molti tipi di cellule adulte, 

conservando caratteristiche di "gioventù" uniche nel percorso biologico dell'individuo. 

  

3.3 Cellule staminali adulte  

 

Le cellule staminali adulte non sono cellule specializzate e che si riproducono 

giornalmente per fornire alcune specifiche cellule: ad esempio 200 miliardi di globuli 

rossi sono generati ogni giorno nel corpo da cellule staminali emopoietiche. Fino a poco 

tempo fa si pensava che ognuna di queste cellule potesse produrre unicamente un tipo 

particolare di cellula: questo processo è chiamato differenziazione. Tuttavia, negli ultimi 

anni si sono avute prove che le cellule staminali possano acquisire molte forme 

differenti: è noto che cellule staminali nello stroma del midollo osseo possono 

trasformarsi in cellule epatiche, neurali, muscolari, renali e follicolari. Caratteristiche 

molto simili o identiche si ritrovano anche nelle cellule staminali contenute nel tessuto 

adiposo, presenti in abbondanza e facilmente prelevabili con una semplice 

lipoaspirazione. Il lipoaspirato può essere processato anche immediatamente e 

rappresenta oggi la fonte più promettente di cellule staminali adulte mesenchimali 

(CSM). Le cellule staminali adulte potrebbero anche essere più versatili. Ricercatori alla 

New York University School of Medicine hanno estratto cellule staminali dal midollo 

osseo di topi, cellule ritenute da loro essere pluripotenti. La trasformazione di un tipo di 

cellula staminale in un altro viene definita transdifferenziazione; utili fonti di cellule 

staminali adulte sono in realtà localizzabili in tutti gli organi del corpo. Ricercatori alla 

McGill University di Montreal hanno ricavato cellule staminali dalla pelle capaci di 

specializzarsi in molti tipi di tessuto, compresi neuroni, cellule muscolari lisce e cellule 

adipose. Tali cellule sono state trovate nel derma, lo strato più profondo della pelle: 

queste cellule staminali giocano un ruolo centrale nella rimarginazione di piccoli tagli. 

Si ritiene che anche i vasi sanguigni, la polpa dentaria, l'epitelio digestivo, la retina, il 

fegato ed anche il cervello contengano cellule staminali, utili per la rigenerazione dello 
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stesso sistema nervoso centrale, cervello e midollo spinale. In Italia, attraverso il 

Registro Nazionale dei donatori di Midollo Osseo, "IBMDR", è possibile rintracciare un 

donatore volontario di cellule staminali adulte, per la cura varie malattie, tra cui la 

leucemia.  

 

3.4   Genesi del cancro: modelli 

Nonostante gli enormi progressi relativi  alla conoscenza della biologia tumorale, alcune 

questioni rimangono assolutamente irrisolte. Tra queste assume una notevole 

importanza il problema della genesi del cancro. E’ ampiamente accettato che le 

alterazioni genetiche abbiano un ruolo preponderante nel determinare il fenotipo 

tumorale, ma rimane ancora da dimostrare a carico di quale o quali cellule esse inizino. 

Il tumore si origina, quando eventi genetici ed epigenetici determinano la perdita dei 

sistemi di controllo del ciclo cellulare interferendo con il suo corretto svolgimento e 

determinando il passaggio dallo stato di integrità allo stato di instabilità del genoma. 

Questa condizione è basilare per la trasformazione cellulare poiché favorisce 

l’acquisizione progressiva di nuove mutazioni. Meccanismi cellulari che intervengono 

nel mantenimento dell’integrità del genoma, sia a livello di controllo del danno del 

DNA, sia a livello del controllo della distribuzione dei cromosomi durante la mitosi, 

contrastano costantemente il processo neoplastico.  

A tale riguardo sono stati proposti diversi modelli. Per gran parte del ventesimo secolo, 

l’iniziazione e la progressione dei tumori è stata spiegata attraverso il modello 

stocastico. Il modello stocastico sostiene che nell’ambito di un tessuto tutte le cellule 

siano in grado potenzialmente di dar luogo alla formazione di un tumore, se  

acquisiscono delle mutazioni, e quindi non è possibile prevedere quale sia quella che 

svolge un ruolo di iniziazione. Nell’ambito di una popolazione tumorale tutte le cellule 

avrebbero una sia pur limitata capacità di generare una neoplasia. Il modello della 

evoluzione clonale ipotizza invece che un tumore derivi da una singola cellula, la quale 

continua nel tempo ad acquisire nuove mutazioni, originando cloni a proliferazione 

rapida che hanno la meglio sugli altri. Questo processo seleziona i tipi cellulari più 

adatti alla crescita illimitata in un determinato ambiente. Secondo questo modello, il 

tumore è composto da uno o più cloni con uguale grado di crescita. I cloni predominanti 

mantengono il tumore e conservano la capacità di iniziare la tumorigenesi se impiantati 

in topi immunodepressi. Le due ipotesi esposte si possono fondere supponendo che la 
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cellula di origine, una qualunque della popolazione tessutale, vada incontro ad una 

evoluzione clonale con acquisizione di una serie di mutazioni e così si sviluppi un 

tumore, con la eventuale collaborazione di elementi stromali, che promuovono la 

crescita neoplastica.  

Il modello presenta due rimarchevoli limitazioni: da un lato non considera che i tumori 

sono morfologicamente e funzionalmente eterogenei, dall’ altro non considera che per 

riformare un nuovo tumore è necessario un numero abbondante di cellule. Questa 

osservazione è in contrasto con l’ipotesi che ogni cellula della massa tumorale può 

causare il tumore ( Sengupta et al., 2010 ).  
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Figura 12: due modelli sul motivo per cui le cellule cancerose cambiano tanto all’interno di un 

tumore: il modello stocastico e il modello delle cellule staminali cancerose. American Society of 

Hematology, di Dick JE (2008) Stem cell concepts renew cancer research. Blood 112(13): 4793-4807. 

doi: 10.1182/blood-2008-08-077941 

 

Negli ultimi anni è stato proposto un altro modello, il modello gerarchico, che, al 

contrario di quello stocastico, propone che il cancro si sviluppi a partire da un piccolo 

subset cellulare, che rappresenta la versione mutata delle cellule staminali normali. Tali 

cellule trasformate possono generare degli elementi più o meno differenziati a seconda 

delle influenze subite all’interno della massa tumorale.  Questa popolazione rara di 

cellule, vengono chiamate cellule staminali del cancro (cancer stem cells, CSCs) o 
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cellule iniziatrici del tumore. Questa popolazione cellulare è reperibile all’ interno della 

massa tumorale e possiede la capacità di auto-rinnovamento (self-renewal), che 

garantisce l’eterogeneità gerarchica di alcuni tumori e gioca un ruolo cruciale nello 

sviluppo, nella progressione e nel mantenimento della neoplasia ( Figura 12 ). Inoltre, le 

cellule staminali tumorali non sarebbero responsabili solo dello sviluppo tumorale ma 

anche dell’aumento dell’aggressività, della recidività e delle metastasi ( Monteiro et al., 

2010 ).  

 

3.5   Cellule staminali tumorali  

Le cellule staminali normali sono cellule non differenziate che possiedono una serie di 

caratteristiche esclusive tra le quali la  capacità di autorinnovarsi, proliferando 

indefinitamente, e di essere in grado, in particolari condizioni, di differenziarsi. Inoltre 

esse manifestano la capacità di preservarsi, resistendo agli insulti esterni. Le cellule 

staminali normali hanno un ruolo critico nello sviluppo, nel mantenimento e nella 

rigenerazione dei tessuti.  

Le  principali caratteristiche delle cellule staminali tumorali, cancer stem cells, sono 

l’auto-rinnovamento e la capacità di dare origine a tipi di cellule differenziate ( Clarke, 

M. F. et al. 2006 ). Per la maggior parte dei tumori, le cellule staminali tumorali 

mancano della pluripotenza che è una caratteristica delle cellule staminali embrionali, 

essendo in genere limitata alla linee del tessuto da cui sono generate. ( Gu G. et al. 2007 

). A questo proposito, le cellule staminali tumorali sono più simili alle cellule staminali 

adulte coinvolte nella riparazione e rigenerazione dei tessuti durante tutta la vita adulta ( 

Mackenzie, I. C. 2008 ) (Fig. 1). Cellule staminali in tessuti adulti sono state identificate 

in molti organi, compresa la pelle (basale) ( Mackenzie, I. C. 2006 ), i muscoli (cellule 

satellite) ( Morgan, J. E., & Partridge, T. A. 2003 ) e  la mammella ( nel compartimento 

mioepiteliale ) ( Stingl, J. 2009 ). Esse sono caratterizzate da due attributi chiave, il self-

renewal e la capacità di ricostituire tutte le linee che compongono il tessuto di origine. 

Per questa ragione, le cellule staminali adulte possono essere considerate multipotenti 

(anziché pluripotenti come le cellule staminali embrionali), in quanto posseggono un 

limitato grado di plasticità dello sviluppo che consente la differenziazione in ciascuna 

delle linee richieste. Ad esempio, il tessuto mammario comprende due distinte linee 

cellulari; le cellule luminali che formano gli alveoli e sono responsabili per la 

produzione di latte, e le cellule mioepiteliali caratteristiche della linea delle strutture 
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ramificate duttali. Le cellule staminali (CD44highCD24low) in un tessuto di seno 

normale risiedono nel compartimento mioepiteliale, ma sono comunque in grado di 

differenziare sia in linee luminale che in linee mioepiteliali ( Stingl J. et al. 2009 ) 

Cellule staminali tumorali del seno presentano lo stesso fenotipo,  CD44highCD24low e 

sono anch’esse multipotenti, essendo in grado di differenziare in entrambi le linee 

epiteliale e  mesenchimale ( Mani SA 2008 ; Mackenzie, I. C. et al. 2008). 

Le CSC sono estremamente resistenti alla chemioterapia e alla radioterapia e 

compongono così una piccola riserva di cellule responsabili delle recidive tumorali e 

della formazione di metastasi. Questo le rende l’oggetto principale di studi miranti a 

trovare terapie adeguate a colpirle, eradicando il cancro. La resistenza esibita dalle CSC 

sarebbe legata ad una più elevata espressione di pompe di membrana implicate 

nell’espellere gli agenti chemioterapici dalle cellule, a meccanismi di riparazione del 

DNA molto attivi e a vie di inattivazione dei farmaci più sviluppate. Le cellule staminali 

normali mantengono le loro caratteristiche grazie all’organizzazione del microambiente 

in cui vivono (nicchia). Esse non hanno una localizzazione casuale, ma si trovano 

piuttosto concentrate intorno ai vasi sanguigni, che collaborano, insieme a componenti 

della matrice extracellulare e in concerto con altri elementi inclusi quelli del sistema 

immunitario, a regolare il ritmo di proliferazione e l’inibizione dell’apoptosi e a 

garantire il mantenimento dell’immaturità peculiare delle staminali. Alterazioni della 

nicchia possono contribuire alla trasformazione delle staminali normali in CSC. Le sfide 

in cui è impegnata la ricerca relativa alle CSC sono sostanzialmente dettate dalla 

necessità di conoscerne meglio le peculiarità, il potenziale di autorinnovamento e le 

tappe differenziative. Un aspetto  molto importante è rappresentato dalla individuazione 

di marker significativi che ne consentano l’isolamento e l’espansione per supportare 

programmi su larga scala per lo studio di nuovi farmaci. In particolare si studiano le 

possibilità di indurre il differenziamento o uno stato di senescenza o di arresto del ciclo 

cellulare nelle CSC con  la finalità di renderle vulnerabili alla chemioterapia o alla 

radioterapia. E’ largamente accettato che il glioblastoma multiforme (GBM) si sviluppi 

sulla base del modello gerarchico.  
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3.6  Origine delle cellule staminali tumorali  

L’origine e la relazione delle CSCs con le cellule staminali adulte rimane a tutt’oggi 

elusiva ( Wu et al., 2008 ) ( Figura 13 ). Alcuni autori hanno postulato che le CSCs 

derivano da cellule staminali adulte mutate ( Reya et al., 2001 ) sostenendo che, tali 

cellule, possono causare tumorigenesi alterando i pathways che regolano 

l’autorinnovamento. Esse infatti impiegano, nel processo ontogenetico, i medesimi 

pathways coinvolti nel self-renewal delle cellule staminali adulte tissutali, le quali sono 

normalmente presenti nei tessuti e sono responsabili del loro regolare rinnovamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  

Origine delle cellule staminali tumorali (modificata da Wu, 2008). 

 

Sebbene questo sia il caso più probabile, non tutte le cellule tumorali che derivano da 

cellule staminali adulte mutate sono inevitabilmente cellule staminali tumorali. Al 

contrario, è stato speculato che le CSCs possono derivare da trasformazioni 

oncogeniche di transit amplifying cells (Clarke et al., 2006), da cellule progenitrici 

(Krivtsov et al., 2006; Jamieson et al., 2004) oppure, da cellule differenziate (Sun et al., 

2005). E’ stato suggerito, infatti, che cellule somatiche differenziate possono riacquisire 

proprietà stem-like per riattivazione di pathways che promuovono l’auto-rinnovamento 

associato alla trasformazione neoplastica ( Welte et al., 2010 ).  
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Figura 14.  

Origine delle cellule staminali 

tumorali.  

Nel tessuto normale, le cellule 

staminali (verde) si dividono 

asimmetricamente in cellule 

progenitrici (arancione) da cui 

poi si producono cellule 

terminalmente differenziate 

(rosso) (a sinistra). Nella tumori 

genesi le mutazioni possono 

trasformare le cellule staminali in 

cellule staminali tumorali (blu chiaro) per poi portare a cellule progenitrici tumorali differenziate e 

cellule tumorali (blu scuro). Ma anche, da mutazioni nello sviluppo delle cellule progenitrici e le cellule 

differenziate possono riacquistare proprietà simili alle cellule staminali e si trasformano in cellule 

staminali tumorali (a destra). ( Welte et al., 2010 ). 

 

Come le cellule staminali adulte, anche le CSCs sono state per la prima volta 

identificate nel sistema ematopoietico. Le prime evidenze sulla loro esistenza sono state 

ottenute negli anni ‘90, grazie a studi sulla leucemia mieloide acuta (AML). Lapidot e i 

suoi collaboratori dimostrarono che solo una piccola popolazione di cellule tumorali 

leucemiche, con fenotipo CD34+/CD38-, aveva la capacità di formare il tumore una 

volta inoculata in un topo NOD/SCID (non-obese diabetic, severe combined 

immunodeficient) ( Lapidot et al., 1994 ). Il fenotipo di queste cellule era simile a quello 

delle cellule staminali normali ematopoietiche e suggeriva, quindi, che esse potevano 

derivare da cellule staminali adulte mutate ( Bonnet et al., 1997 ).  

L’identificazione di cellule staminali leucemiche ha alimentato nuove ricerche su altri 

tipi di tumore portando alla dimostrazione dell’esistenza di CSCs anche nei tumori 

solidi. Successivamente, le cellule staminali tumorali sono stati identificate usando 

marcatori diversi nei tumori cerebrali (CD133 +) ( Singh et al., 2003 ), nel cancro del 

seno (CD44highCD24lowESA +) ( Al-Hajj  et al. 2003 ), nel carcinoma a cellule 

squamose orale  (CD44high)  ( Locke M  et al. 2005 ; Prince ME et al. 2007 ) nel 

cancro del pancreas (CD44 + CD24 + ESA +)  ( Li C et al 2007 ) nel cancro alla 

prostata (CD44 +) ( Patrawala L et al. 2006 ) e altri carcinomi.  

Al-Hajj e collaboratori (2007) furono i primi a identificare e isolare una subpopolazione 

di cellule dal tumore al seno. Tali cellule avevano la capacità, in vivo, di formare il 



Introduzione: cellule staminali 
 

44 

 

tumore in topi immunodepressi, mentre la restante popolazione cellulare del tumore 

aveva questa capacità solo quando iniettata in alta dose. Iniettando circa 100 cellule 

CD44+CD24-/low si formava il tumore mentre la popolazione con fenotipo diverso non 

era in grado di formarlo.  

Risultati simili sono stati ottenuti nei tumori cerebrali. In questo caso, le cellule 

staminali tumorali erano positive per il marcatore CD133 ( Singh et al., 2003 ). Molto 

più recentemente simili risultati sono stati raggiunti con altri tipi di tumori, tra i quali il 

tumore polmonare ( Kim et al., 2005 ), il tumore del colon ( O’Brien et al., 2007 ), 

dell’ovaio ( Zhang et al., 2008 ), del pancreas ( Li et al., 2007 ), della prostata ( Lang et 

al., 2009 ) e della tiroide ( Malaguarnera et al., 2010 ). L’insieme di tutti questi risultati 

ha quindi portato a favorire il modello delle cellule staminali tumorali rispetto al 

modello stocastico. Mentre, il modello stocastico prevede che tutte le cellule del tumore 

siano capaci, teoricamente, di dare origine e promuovere la crescita tumorale, il modello 

della CSCs propone, invece, che solo una rara popolazione di cellule ne sia capace. 

Tuttavia, va sottolineato che i due modelli non sono necessariamente mutualmente 

esclusivi e caratteristiche del modello stocastico possono entrare in gioco all’interno 

della subpopolazione delle cellule staminali tumorali ( Chang et al., 2008 ). Il modello 

mantiene quindi, delle basi sperimentali solide e le differenze sulla frequenza delle 

CSCs osservate tra i diversi tumori riflette il diverso tipo di neoplasia ed organismo 

ospite utilizzato nella sperimentazione ( Gupta et al., 2009 ).  

Data l’ampia diversità delle caratteristiche attribuite alle cellule staminali tumorali, 

l’Associazione Americana per la Ricerca sul Cancro (AACR), nel 2006, ha pensato di 

uniformare il concetto definendo la cellula staminale tumorale come “una cellula 

all‟interno del tumore che possiede la capacità di self-renewal e causa l’eterogeneità 

delle cellule all’interno della massa tumorale” ( Clarke et al., 2006 ).  

E’ stato inoltre dimostrato che le cellule con fenotipo simil-staminale sono capaci di 

resistere alla chemioterapia convenzionale, causando la ricomparsa del tumore dopo che 

questo è stato asportato ( Baguley et al., 2006 ). La conoscenza dei meccanismi che 

portano allo sviluppo del tumore e la comprensione di quelli implicati nella farmaco-

resistenza aprono nuovi orizzonti per lo sviluppo di farmaci mirati innovativi.  
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3.7  Divisioni delle cellule staminali  

Le cellule staminali (CSs) somatiche hanno la capacità di rimanere quiescenti o possono 

dividersi dando origine a due cellule figlie, una staminale e l’altra che invece procede 

verso la differenziazione per mantenere l’omeostasi del tessuto. Questo tipo di divisione 

viene detta asimmetrica. Tale strategia permette, con un'unica divisione, di gestire sia il 

comparto staminale che quello delle cellule differenziate; tuttavia, in situazioni 

particolari, quali un danno tissutale, le cellule staminali vanno incontro a divisone 

simmetrica per permettere la variazione del numero di cellule nei due comparti ( 

Morrison et al., 2006 ). In questo caso una cellula staminale darà origine a due cellule 

figlie uguali che saranno entrambi staminali oppure andranno incontro a 

differenziazione, perdendo di conseguenza le caratteristiche di staminalità e diventando 

cellule differenziate (CD). I meccanismi che mantengono l’equilibrio tra queste due 

strategie o che permettono la scelta di una rispetto all’altra sono stati finora poco 

indagati. Uno studio recente ( Kahn, 2011 ) sostiene che l’andare incontro ad una 

divisione simmetrica piuttosto che ad una asimmetrica sia un punto critico e 

fondamentale nella differenza tra una CS e una CSC. Sembra che la decisione sia 

regolata da coattivatori della catenina, dalla proteina CBP ( CREB-binding protein ) e 

dalla p300. Un incremento di trascrizione di CBP/catenina a discapito della trascrizione 

di p300/catenina incrementa il numero delle divisioni simmetriche e questa strategia 

sembra favorita dalle CSCs rispetto alle CS adulte. 
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4. Il cancro della mammella 

4.1 Classificazione dei sottotipi 

Il cancro della mammella è una malattia eterogenea caratterizzata da un ampio spettro di 

variabili cliniche, patologiche e molecolari che può rendere conto delle diverse risposte 

alle terapie. Il cancro della mammella è secondo solo al cancro al polmone come causa 

di morte per le donne e la maggior parte dei casi che portano al decesso, sono legati a 

metastasi. Quindi, la comprensione dei meccanismi molecolari e cellulari della 

metastasi è necessaria per una 

prognosi accurata e per lo sviluppo di 

trattamenti specificamente mirati alle 

cellule metastatiche.        L’epitelio 

mammario è costituito da due strati 

cellulari, luminale e basale. Le cellule 

del lume espongono una chiara 

morfologia epiteliale, con complessi 

giunzionali ed una polarità apico-

basale, esprimono inoltre marker 

luminali/epiteliali come la E-caderina. 

Lo strato basale dell’epitelio duttale mammario è composto da cellule mio epiteliali. 

Questi tipi di cellule differenziate sono probabilmente la progenie di uno o più tipi di 

cellule staminali mammarie che risiedono anche nello strato epiteliale.  Per diversi anni 

la pratica clinica è stata guidata dai risultati delle metanalisi e da una classificazione 

esclusivamente morfologica del carcinoma della mammella ( in cui gli istotipi 

neoplastici più frequenti sono il carcinoma duttale e lobulare ). Molto prima 

dell'avvento delle moderne tecniche di profiling molecolare, gli istopatologi avevano 

riconosciuto che il cancro al seno era eterogeneo attraverso osservazioni morfologiche. 

La classificazione era basata sulle seguenti misure: il tipo istologico, il grado del 

tumore, lo stato del linfonodo e la presenza di marker predittivi come ER e, più 

recentemente, HER2 human epidermal growth factor receptor 2. Lo sviluppo del 

profilo molecolare mediante microarray di DNA ha confermato questa eterogeneità. 

Ricerche di “gene expression profiling” hanno permesso di individuare alcuni 

sottogruppi molecolari con implicazioni clinico-prognostiche e terapeutiche. Il profilo di 

espressione genica ha contribuito ad una classificazione più sofisticata che comprende i 
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sottogruppi Luminal A, Luminal B, Basale-like, HER2-positivo e normale. 

Recentemente le scelte terapeutiche sono influenzate dalle acquisizioni della biologia 

molecolare e dal gene profiling. ( Perou CM et al.1999; Perou et al. 2000 ). 

Caratteristiche molecolari di questi sottotipi sono riassunti nella Tabella 2. Ogni 

sottotipo ha una prognosi diversa ed una specifica risposta al trattamento ( Sørlie T et al. 

2001 ). Perché ER è un obiettivo terapeutico, i sottotipi luminal A e B sono sensibili alla 

terapia ormonale. Allo stesso modo il gruppo di HER2 sono potenziali candidati per la 

terapia trasuszumab. In mancanza di espressione di un bersaglio terapeutico 

riconosciuto, i tumori basali risultano essere difficili da trattare, si presentano 

biologicamente più aggressivi e spesso hanno una prognosi sfavorevole. Poiché il 

fenotipo basale è caratterizzato dalla mancanza di espressione di ERα, PR e HER2, è 

talvolta indicato come triplo negativo ( triple negative ). Anche se ci sono analogie tra i 

fenotipi basali e triplo-negativi, i termini non sono strettamente intercambiabili, come 

indicato in una recente recensione, non vi è ancora una definizione unificante per i 

cancri basali e, mentre il triplo-negativo contribuisce al cancro al seno basale, i fenotipi 

non sono identici ( Badve S. et al. 2011 ) Più recentemente il sottotipo  claudin-low è 

stato descritto interrogando stabiliti dataset umani e murini ( Herschkowitz JI et al. 2007 

). Inizialmente erano stati raggruppati con il sottotipo basale a causa della mancanza di 

espressione di ERa, PR e HER2 e perché associati ad una prognosi sfavorevole.  Questo 

tipo di tumori, invece, hanno mostrato la loro unicità per una serie di peculiarità: la 

downregulation  di claudin-3 e claudinin-4, la bassa espressione del marcatore di 

proliferazione Ki67, l’incremento di marcatori associati alla transizione epitelio-

mesenchimale e l’ espressione di caratteristiche associate alle cellule staminali del 

cancro della mammella (CSC) (ad esempio, CD44 + fenotipo CD24-/low) ( Prat A et al. 

2010 ). 
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4.2  Il recettore degli estrogeni 

Gli estrogeni sono ormoni sessuali steroidei, molecole a 18 atomi di carbonio (C18), 

contenenti 3 cicloesani (A, B, C) ed un ciclopentano (D); l’anello A è fenolico (un anello 

aromatico con un gruppo idrossilico sul carbonio 3) e l’anello D può avere un gruppo β-

idrossilico o un chetone in posizione 17. Gli estrogeni sono formati a partire dal 

colesterolo e l'androstenedione o il testosterone sono i precursori immediati. La reazione 

coinvolge l’aromatizzazione dell’anello A ed è catalizzata in 3 tappe dal complesso 

enzimatico monoossigenasi (aromatasi) che utilizza come co-substrati il NADPH e 

l’ossigeno molecolare ( Miller WL. 1988 ). I precursori estrogenici vengono 

principalmente sintetizzati nelle ovaie, nei testicoli e nelle ghiandole surrenali. Gli 

estrogeni naturali piu’ importanti nell’uomo sono il 17β-estradiolo (E2), seguito 

dall’estrone (E1) e dall’estradiolo (E3). L’anello fenolico A è la principale caratteristica 

strutturale responsabile del legame selettivo ad alta affinità ai recettori per gli estrogeni     

( Jordan VC et al. 1985;  Duax WL et al. 1988 ). Accanto al principale ruolo nella 

regolazione dello sviluppo e delle funzioni nel sistema riproduttivo, gli estrogeni 

esplicano importanti effetti anche in altri tessuti e sistemi, essendo fattori che regolano la 

trascrizione genica. Il recettore degli estrogeni ( ER ) nell’uomo appartiene alla famiglia 

nucleare dei recettori ormonali, la sua attivazione è ormono-dipendente. Il recettore degli 

estrogeni svolge un ruolo significativo nello sviluppo degli adenocarcinomi degli organi 

riproduttivi ( Basu A Rowan BJ 2005 ). L’espressione dei recettori steroidi e la 

proliferazione sono strettamente regolati nella ghiandola mammaria normale, ma non nei 

tumori maligni. Nella ghiandola mammaria normale vi è una minima espressione di Erα  

( Saji S. et al. 2000 ; Clarke et al. 1997 ). L’espressione di ERα aumenta quando le 

cellule mammarie normali proliferano come nel caso della gravidanza o nel periodo della 

pubertà ( Russo J et al. ). Tuttavia nel carcinoma mammario ERα aumenta di espressione, 

questo pare verificarsi nelle prime fasi della progressione da una forma premaligna ad 

una maligna, pare che queste cellule tumorali continueranno ad esprimere ERα                  

( Anderson E et al. 2004 ). I tumori al seno ER-negativi sono scarsamente differenziati e 

si presentano più aggressivi ( Fujimoto N et al. 2004 ). La differenza di espressione di ER 

nelle cellule normali ( bassa espressione di ERα ) e nelle cellule tumorali ( variabile 

espressione di ERα ) solleva la questione sul perché ERα è assente sia nelle cellule 
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epiteliali mammarie normali che nei tumori mammari con prognosi peggiore, mentre è 

presente nelle cellule epiteliali mammarie nei tumori luminali.  

4.2.1  Recettori degli estrogeni e loro meccanismo d’azione 

Gli effetti biologici degli estrogeni sono mediati dal legame di questi ormoni ad uno 

specifico recettore (ER) intracellulare, appartenente alla superfamiglia dei recettori 

nucleari dei fattori di trascrizione. Il recettore esiste in due isoforme, ERα ( pm 66 kDa ) 

ed ERβ ( pm 56 kDa ) che sono espresse in modo diverso in vari tessuti e quindi si pensa 

abbiano funzioni diverse ( Sorlie T et el. 2003 ).  Entrambe le isoforme hanno una 

struttura conservata che consta di cinque diversi domini che includono il dominio E, che 

contiene la regione di legame (LBD) o AF2. La regione AF2 (“Activation Function 2”) è 

una regione importante per l'inizio e l'attivazione geni target di ER. ( Leo C et al. 2000 ) 

Esso contiene i domini di legame (cavità) per il ligando e i binding site per i coattivatori o 

corepressori ( Shah YM, Rowan BG 2005 ). In seguito al legame del ligando alla regione 

LBD, ERα  forma un  dimero cui segue la fosforilazione di ER. La fosforilazione 

permette l’inizio della trascrizione dei gene target di ER ( Shah YM, Rowan BG 2005; 

Nilsson S et al. 2001, Kato S et al. 1995 ). La regione ammino-terminale, detta "A/B 

domain", è la meno conservata e contiene un dominio detto AF-1 (“Activation Function 

1”), che stimola la trascrizione dei geni bersaglio in modo indipendente dal ligando 171 

C'è un'altra differenza tra la trascrizione genica avviata dalla regione AF2 rispetto alla 

regione AF-1 diversa dalla dipendenza del ligando. Il numero dei geni che possono essere 

trascritti tramite la regione AF1 non è copiosa come i  geni attivati trascrizionalmente 

tramite la regione AF2 e anche l'attività trascrizionale di AF1 è più debole. 172. Il legame 
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della proteina ERα al sito sul ERE del DNA avviene tramite il dominio C sulla proteina 

ER, che è quello più conservato. Il dominio C è detto anche dominio di legame DNA 

(“DNA Binding Domain”, DBD)  173. Il dominio che collega il dominio E (AF-2) e il 

dominio C (DBD) è detta regione cerniera (“hinge”)171 e può anche contenere sequenze 

di localizzazione nucleare (“Nuclear Localization Signal”, NLS). La regione carbossi-

terminale F che è poco conservata ed è presente solo in alcuni recettori nucleari, tra cui 

entrambe le isoforme dei recettori per gli estrogeni. ( Zhao L et al. 2005; Ascenzi P et 

al.2006 ). Il 17β-estradiolo (E2) diffonde attraverso la membrana ( MacGregor JI, Jordan 

VC 1998 ) e nel momento in cui l’ormone si lega al proprio recettore, quest’ultimo 

dimerizza, dal citoplasma trasloca nel nucleo, e si lega a specifiche sequenze di DNA 

dette “estrogen response elements” (ERE), che sono localizzate a livello dei promotori di 

geni specifici,  dando luogo ad effetti definiti “genomici” ( Nilsson, S. et al. 2001 ). 

L’attività trascrizionale dei due ER dipende dalla loro capacità di reclutare coattivatori e 

corepressori, che regolano in maniera opposta l’assemblaggio del complesso di inizio 

della trascrizione ( Ascenzi P et al. 2006 ). In recenti studi è stata messa in evidenza 

l’esistenza di varianti di ERα a più basso peso molecolare rispetto a quella di 66 kDa        

( Zhao et al. 2005 ). Tra queste varianti l’isoforma di 46 kDa è stata identificata in vari 

tipi cellulari come linee cellulari di carcinoma mammario umano (MCF-7), osteoblasti, e 

cellule endoteliali vascolari; tale proteina, priva della regione amminoterminale (“A/B 

domain”), contenente il dominio AF-1, è in grado di formare eterodimeri con l’isoforma 

di 66 kDa, inibendo in maniera competitiva il legame di quest’ultima al DNA ( Flouriot 

G. et al. 2000 ;  Denger S. et al  2001 ; Li L. et al. 2003 ). Sebbene tale attività sembra 

essere importante nella regolazione della proliferazione cellulare, il ruolo specifico 

dell’isoforma di 46 kDa non è stato ancora ben chiarito. Negli ultimi anni è stato 

dimostrato che gli estrogeni possono indurre molto rapidamente, entro anche pochi 

minuti, alcune risposte cellulari, che non hanno, quindi, il tempo di poter essere mediate 

da proteine trascritte e sintetizzate  ex novo, in seguito al legame con i recettori 

intracellulari. Questi effetti così rapidi, mediati dagli estrogeni, e definiti “non genomici”, 

avvengono attraverso l’attivazione di ER presenti sulla membrana plasmatica cellulare 

(mER). Essi presentano una struttura similare a quella dei recettori intracellulari ed 

innescano rapidamente una cascata di trasduzione del segnale mediata da proteine chinasi 

come la proteina chinasi attivata da mitogeni/regolata dai segnali extracellulari 

(MAPK/ERK), le proteine chinasi A e C (PKA e PKC) e la fosfatidilinositolo 3-chinasi 

(PI3K) ( Marino M & Ascenzi P. 2008 ; Levin 2009 ). Gli effetti rapidi indotti dal legame 
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degli estrogeni con i mER possono interferire e modulare quelli “genomici” mediati dai 

ER intracellulari, coinvolgendo segnali sia intermedi che a valle della cascata di 

trasduzione del segnale ( Bjornstrom, L. & Sjoberg 2005 ; . Zhang, D. & Trudeau, V.L 

2006 ). Alcuni studi hanno dimostrato che i mER sono localizzati all'interno delle 

caveole, piccole invaginazioni della membrana plasmatica, ricche di colesterolo e 

sfingolipidi, e caratterizzate dalla presenza di proteine denominate caveoline, che, 

interagendo con le molecole della via di trasduzione del segnale, ne innescano 

l’attivazione. Il trasporto del recettore degli estrogeni all'interno di tali strutture è 

consentito dal legame tra il suo residuo di serina 522 e la caveolina-1 18. Marino e 

collaboratori hanno inoltre osservato che il residuo di cisteina 447, presente nella regione 

E dell’isoforma ERα, può subire una modificazione post-traduzionale di palmitoilazione, 

ossia legarsi, mediante legame tioestereo, ad una unità di acido palmitico. Anche tale 

modificazione consente il legame con la caveolina-1. Il processo di palmitoilazione, oltre 

ad essere necessario per la localizzazione dei ER a livello della membrana plasmatica, 

svolge un ruolo importante nell’induzione dei segnali rapidi di trasduzione che modulano 

la proliferazione cellulare, mediante le proteine chinasi ERK e PI3 ( Pedram A 2006 ). E’ 

stato dimostrato che il legame di mER al proprio ligando modula la palmitoilazione di 

ERα e di ERβ; in particolare, in linee tumorali, la stimolazione con estradiolo consente, 

da un lato, la dissociazione di ERα dalla caveolina-1, con conseguente innesco di segnali 

di proliferazione cellulare, e, dall'altro, aumenta l'associazione tra ERβ e caveolina-1, con 

conseguente attivazione della proteina chinasi p38, e quindi induzione del processo 

apoptotico ( Acconcia F et al. 2005 ; Galluzzo P et al. 2007 ). ER sulla membrana 

plasmatica rappresentano il 5-10% del totale di ER in vari tipi cellulari. Tale percentuale 

include sia ERα che ERβ, ma è stata osservata una diversa espressione delle due isoforme 

a seconda del tipo cellulare. Ad esempio, nelle cellule endoteliali vascolari sono state 

rilevate in membrana entrambe le isoforme ( Guo X et al. 2005 ), mentre nelle linee 

cellulari MCF-7 risulta essere espressa in membrana principalmente ERα e scarsamente 

ERβ ( Pedram A 2006 ).  

. 
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4.2.2  Recettori degli estrogeni e il ciclo cellulare 

ER alpha e ciclo cellulare 

Il ciclo cellulare è regolato da ERα  in quanto modula la progressione delle cellule 

attraverso le fasi S e G2 / M del ciclo cellulare. Quando il ligando è legato ad ERα 

aumenta la progressione del ciclo passando dalle fasi S e G2 / M, al contrario si è 

osservato che ERα non legato, agisce come un inibitore del ciclo cellulare. Per analizzare 

ulteriormente la regolazione del ciclo cellulare in seguito agli effetti del legame tra il 

ligando e ERα, il saggio di luciferasi ha mostrato che la trascrizione di geni bersaglio 

come il Recettore del progestrone (PgR) e la proteina Trefoil (pS2) aumentano durante le 

fasi S e G2 / M quando ERα è associato al ligando. Inoltre, è stato dimostrata mediante 

immunoprecipitazione la formazione di complessi tra la ciclina B e ERα e  questo ha 

portato alla scoperta che il complesso che promuove l’anafase (APC) è la ligasi E3 sia per 

la ciclina B sia per ERα al termine della fase M. Questi risultati suggeriscono che ERα 

non legato ha un effetto inibitorio sulla progressione del ciclo cellulare. Quindi è 

ragionevole ipotizzare che la combinazione di droghe che abbassano i livelli di estrogeno 

( così come gli inibitori delle aromatasi ) ma che preservano la degradazione di Er α 

potrebbero fornire un esito migliore per il trattamento del cancro al seno. APC funziona 

come E3 ligasi for ERα e quindi può fornire un target per disegnare uno specifico 

inibitore della degradazione di ERα. 

 

4.3 Ruolo dei microRNA nel cancro della mammella 

Nel corso degli ultimi anni, lo studio di profiling di microRNA hanno portato alla 

identificazione dei miRNA che sono espressi nel cancro della mammella in maniera 

aberrante. In particolare, è stata approfondita la funzione di alcuni di questi miRNA. 

Come in altri tipi di cancro, alcuni miRNA possono avere funzione di soppressori 

tumorali ed altri invece quella di oncogeni tumorali. Quindi, la formazione di tumori 

possono derivare da una riduzione o eliminazione di un miRNA soppressore del tumore e 

/o da un’amplificazione o up-regulation di un miRNA oncogeno. Inoltre, le metastasi 

tumorali possono essere promosse dalla espressione di miRNA pro-metastasi e / o down-

regulation di miRNA antimetastasi.  
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4.3.1 miRNA come tumor suppressor 

Sono noti sette miRNA che inibiscono la formazione del tumore al seno e /o metastasi. 

miR-206 

Il  ruolo potenziale di miR-206 nel cancro al seno è stato inizialmente identificato 

con l’impiego di microarray per miRNA confrontando l’espressione nei tessuti normali 

ed in quelli tumorali ( Iorio MV et al. 2005 ). Nel cancro al seno ERα-negativi si è trovata 

una espressione up-regulated suggerendo quindi il ruolo nella regolazione del gene degli 

estrogeni ERα (ESR1). Infatti è stato recentemente dimostrato che il miR-206 inibisce 

l’epressione di ESR1 legandosi a due siti di legame nella 3’UTR del gene ( Adams BD et 

al. 2007 ). Studi più recenti hanno inoltre dimostrato l’esistenza di un feedback a 

retroazione in cui l’espressione del miR-206 viene repressa da antagonisti di ERα, ma 

non da antagonisti di ERβ o progesterone. Un altro studio ha dimostrato che l’espressione 

di miR-206 nei tessuti umani di cancro al seno ERa-positivi risulta nella down-

regolazione di ERα, e nella inibizione della crescita nella linea cellulare MCF7. Inoltre 

Leivonen SK et al. (2009) hanno trovato che l’ mRNA di ESR1 era un bersaglio diretto 

del miR-18a, miR-18b, miR-193b e miR-302C in cellule di carcinoma mammario ( 

Leivonen SK et al. 2009 ) con conseguente induzione dell’arresto del ciclo cellulare e 

proliferazione estrogeno-indotta, a livelli comparabili a quelli di RNA interference ( 

siRNA ). 

 

Tabella 1. 

MiRNA e target nelle cellule tumorali di cancro al seno. 
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Il ruolo soppressore del miR-206 nel cancro al seno è stato ulteriormente suffragato 

dalla recente dimostrazione che il miR-206, il miR-335 ed il miR-126 sono 

potentemente inibiti in cellule metastatiche di cancro al seno rispetto alle cellule 

parentali ( Tavazoie SF  et al.2008 ). Ripristinando l'espressione di questi tre miRNA è 

stata ridotta la capacità invasiva. Tavazoie SF et al. ( 2008 ) hanno descritto  quattro 

target diretti del miR-335, PTPRN2, MERTK, TNC e SOX4, tra di loro, TNC (che 

codifica un componente della matrice extracellulare) e SOX4 (che codifica un fattore di 

trascrizione che è coinvolto nella tumorigenesi) hanno dimostrato di essere target 

funzionali implicati nelle metastasi. Il ripristino della espressione del miR-206 in cellule 

metastatiche non ha influenzato la loro proliferazione o la loro sensibilità all'apoptosi, 

ma hanno presentato un’alterata morfologia cellulare, eventualmente contribuendo ad 

una diminuzione della motilità cellulare che potrebbe limitare la migrazione delle 

cellule metastatiche ( Tavazoie SF  et al.2008 ).  Queste scoperte, suggeriscono che il 

miR-206 potrebbe essere un candidato nuovo per la terapia al cancro al seno. 

 

miR-17-5p 

Il miR-17-5p, anche noto come miR-91, si trova sul cromosoma 13q31, una regione 

genomica che subisce perdite di eterozigosità in tumori multipli, compresi il cancro al 

seno ( Eiriksdottir G et al. 1998 ).  Un target diretto è l’oncogene AIB1 (amplificato nel 

cancro al seno ) ( Hossain A. et al.2006 ). La proteina codificata dal gene AIB1 è un 

recettore steroide co-attivatore che aumenta l'attività trascrizionale di ERα, E2F1 (che è 

direttamente regolata anche da miR-17-5p) altri geni e fattori di trascrizione.  La 

soppressione di AIB1 dovuta al miR-17-5p ha effetti sulla proliferazione estrogeno 

stimolata e sulla proliferazione delle cellule del cancro alla mammella estrogeno / ER-

indipendente ( Hossain A. et al.2006 ). Nelle cellule di cancro al seno, il gene ciclina D1 

(CCND1), che è sovra-espresso in circa il 50% dei tumori umani, è stato recentemente 

identificato come un bersaglio diretto di miR-17-5p ( Yu Z et al.2008 ). Il miR-17-5p 

inibisce la proliferazione delle cellule tumorali del seno sopprimendo la sintesi della 

proteina ciclina D1 e questo effetto è stata abrogato da un siRNA CCND1 in cellule di 

cancro al seno ciclina D1-deficienti. Questo studio inoltre identifica un meccanismo a 

feedback retroattivo in cui la ciclina D1 induce l’ espressione di miR-17-5p, limitando la 

stessa espressione della ciclina. 
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miR-125a e miR-125b 

Il gene HER2 (ERBB2) codifica un recettore membro della famiglia dei fattori di 

crescita epidermico tirosina chinasi. Questa proteina non ha un dominio di legame-

ligando proprio, pertanto non può legare fattori di crescita. Tuttavia, si lega strettamente 

ad altri membri della famiglia dei recettori dei fattori di crescita per formare un etero 

dimero, stabilizzando l’attività di legame del ligando e migliorando l’attivazione chinasi-

mediata delle vie di segnalazione a valle come quelle che coinvolgono la proteina chinasi 

mitogena (MAPK) e fosfatidilinositolo 3-chinasi ( Baselga J, Swain SM 2009 ). 

L’amplificazione e / o up-regolation di questo gene è stato riportato in numerosi tumori, 

compresi tumori al seno. miR-125a e miR-125b sono inibiti in tumori della mammella in 

cui il gene HER2 è amplificato e sovraespresso ( Mattie MD et al.2006 ). Questi due 

miRNA sono potenziali soppressori tumorali e la loro sovraespressione in cellule SKBR3 

(un HER2-dipendente umano tumore mammario linea cellulare) sopprime HER2 e HER3 

mRNA e proteine, portando ad una riduzione della crescita ancoraggio-dipendente, la 

motilità cellulare, e invasività ( Scott GK et al.2007 ). Tuttavia, questa influenza è sottile 

in cellule tumorali al seno non trasformate HER2-indipendenti (MCF10A). 

 

La famiglia del miR-200 

L’invasione e le metastasi sono le caratteristiche della progressione tumorale maligna. 

Una crescente evidenza indica che l’attivazione della 'transizione epitelio-mesenchimale' 

(EMT) un caratteristico programma embrionale, promuove i processi di distacco di 

cellule uno dall'altro consentendo così l’aumento della mobilità delle cellule tumorali e la 

diffusione ( Thiery JP et al. 2009 ). Negli ultimi anni, è diventata chiara la comprensione 

che l’attivazione aberrante di EMT è responsabile della trasformazione di molti tumori 

umani maligni. La EMT è attivata da repressori trascrizionali inclusi i membri della 

famiglia Snail e la famiglia di fattori di trascrizione ZFH ( Peinado H  et al. 2009 ). 

Queste proteine inibiscono la trascrizione di geni epiteliali, come quello che codifica E-

caderina.  Recentemente è stato dimostrato che ZEB1, un membro della famiglia ZFH, è 

un attivatore determinante della EMT nei tumori umani, tra cui il cancro al seno ( Aigner 

K et al. 2007; Dohadwala M et al. 2006 ), e si è visto promuovere le metastasi delle 

cellule tumorali in un modello di topo xenograft ( Spaderna S et al. 2008 ). 
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E’ stato osservato che la famiglia del miR-200 sono gli induttori fondamentali del 

fenotipo epiteliale in quanto sopprimono l’espressione degli induttori della EMT, ZEB1 e 

ZEB2. Gregory et al. hanno indotto la EMT in cellule umane MDCK  (cellule epiteliali 

renali di Madin Darby canine) sia con il fattore di crescita trasformante (TGF)-β o sia 

attraverso l’espressione stabile di PEZ, una tirosina fosfatasi. Gli autori hanno trovato che 

tutti i cinque membri della famiglia del miR-200, che si trovano in cluster su due 

posizioni genomiche, erano down-regulati durante l’induzione della EMT da parte del 

TGF-β. Studi funzionali hanno dimostrato che l'inibizione di miR-200 a, b, e c in cellule 

MDCK innescano la EMT TGF-β-indipendente associata ad un aumento di espressione di 

vimentina, fibronectina e N-caderina, e una down-regulatione di E-cadherina. Al 

contrario, la sovraespressione dei membri della famiglia del  miR-200 in cellule 

mesenchimali hanno innescato il processo inverso di transizione mesenchima-epiteliale. 

Saggi di luciferasi hanno confermato che ZEB1 e ZEB2 sono sotto controllo diretto della 

famiglia del miR-200. La rilevanza clinica di queste scoperte su ulteriori analisi di tessuti 

umani di cancro al seno, ha inoltre suggerito che una diminuzione della famiglia del 

miRNA-200 è stato associato ad un fenotipo di tumore al seno molto aggressivo e 

metaplastico. La scoperta che l’espressione di ZEB1 e ZEB2 è controllata dalla famiglia 

miR-200 suggerisce che la sottoregolazione di questi miRNA è un passo essenziale 

all'inizio della metastasi tumorale. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti in un altro 

studio, che ha impiegato un pannello di 60 linee cellulari di tipi umani di tumore 

differenti NCI-60  ( Park S-M et al. 2008 ). Utilizzando due marcatori, gli autori hanno 

diviso le linee cellulari in due gruppi principali, un fenotipo epiteliale (contrassegnato da 

E-caderina) ed un fenotipo mesenchimale (contrassegnato da Vimentina) e hanno trovato 

che la famiglia del miR-200 era fortemente associata al  fenotipo epiteliale.  La 

sovraespressione del miR-200  ha indotto la differenziazione epiteliale in linee di cellule 

tumorali al seno indifferenziate ( MDA-MB231) , mentre antagonisti del miR-200 nel 

cancro colon-rettale hanno indotto una fenotipo EMT nella linea cellulare HCT116. 

ZEB1 e ZEB2 sono stati nuovamente rilevati come target dei miR-200 membri della 

famiglia. Questi ed altri recenti studi sulla famiglia del miR-200 ( Hurteau GJ et al. 2009 

; Korpal M et al. 2008 ) aggiungono questi miRNA alla crescente lista di importanti 

miRNA associati al tumore. Inoltre, un recente studio ha dimostrato che l'espressione 

della famiglia miR-200 era diminuita da Akt2, suggerendo che, in molti casi, le metastasi 

del cancro al seno possono essere sotto il controllo del pathway Akt-miR-200-E-caderina 

( Iliopoulos D et al. 2009 ). È interessante notare che un recente studio ha dimostrato che 
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l'espressione di miR-200 in modo imprevisto aumenta le metastasi avanzate 

macroscopiche in  linee cellulari nel cancro al seno murine ( Dykxhoorn DM et al. 2009 ). 

Questi risultati suggeriscono che, per alcuni tumori, la colonizzazione tumorale a siti 

metastatici potrebbe essere aumentata dalla transizione mesenchimale-epiteliale e che la 

natura epiteliale di un tumore non può prevedere l’esito nelle metastasi. Il lavoro di 

O’Day et al. è il primo lavoro a mostrare un legame diretto tra la famiglia del miR-200 e 

le metastasi, ma variazioni dei livelli della famiglia del miR-200 sono normalmente 

associati ad una maggiore tumorigenesi. Per esempio, il miR-200 è upregulato nei tumori 

ovarici umani rispetto al tessuto ovarico normale ( Iorio MV et al. 2007 ). Inoltre, la 

sovraespressione della famiglia del miR-200 è correlata alla ridotta sopravvivenza. I 

pazienti con tumori ovarici con elevata espressione di miR-200a hanno dimostrato di 

avere circa il 50% di diminuzione del tempo di sopravvivenza media rispetto a coloro che 

non mostrano significativi cambiamenti nella sua espressione. Inoltre è stato osservato 

che la regione del cromosoma 1 che codifica il cluster del miR-200 è amplificata in 

diversi tumori epiteliali - cancro ovarico, carcinoma mammario e melanoma ( Zhang L et 

al. 2006 ). Un nuovo studio ( Shimono Y et al. 2009 ) ha rivelato il ruolo di tre gruppi di 

miRNA (miR-200c-141, miR-200b-200a-429 e miR-183-96-182) nella regolazione di 

self-renewal delle cellule staminali tumorali e normali. Questi miRNA sono down 

regolati nel cancro al seno umano ,nelle cellule staminali umane e nelle cellule staminali / 

progenitrici mammarie murine , nonché nel carcinoma delle cellule embrionali. Shimono 

Y et al. hanno dimostrato che BMI1 ( un gene che promuove nelle cellule staminali il 

self-renewal ) è specificamente inibito da questi miRNA e hanno dimostrato che la 

sovraespressione ectopica di miR-200c in cellule di carcinoma embrionale hanno 

provocato un ritardo nella crescita e la differenziazione neurale ed hanno soppresso la  

tumorigenicità delle cellule staminali del cancro al seno in vivo ( Wellner Uet al. 2009 ) 

Nel loro insieme, questi studi suggeriscono che la famiglia del miR-200 gioca un 

importante ruolo nel regolare la progressione del tumore e delle metastasi. 

 

La famiglia let-7 

let-7 è un miRNA altamente conservato in tutto il phyla animalia, è il fondatore della 

classe dei miRNA. E’ stato scoperto svolgere un ruolo nel timing dello sviluppo in C. 

elegans (  Reinhart BJ et al. 2000 ) . let-7 è scarsamente espresso o eliminata in molti 

tumori umani. Dati recenti ottenuti da studi su neoplasie ematologiche e su tumori solidi 



Introduzione: Il cancro della mammella 
 

58 
 

suggeriscono che ciascuna di essi includono  sub-popolazioni minori di cellule che sono 

in grado della iniziazione tumorale ( Clarke MF, Fuller M 2006 ). Queste cellule “tumor-

initiating cells” (cellule T-CI) hanno proprietà delle cellule staminali tumorali e possono 

andare incontro a divisione cellulare asimmetrica e self-renewal. Le T-CI comprendono 

solo una piccola frazione della massa di cellule più differenziate nel tumore. Basata 

sull’ipotesi delle cancer stem cells, le T-IC sono responsabili della iniziazione, 

progressione, metastasi del tumore e della resistenza alla terapia. Le T-IC del seno ( 

Breast tumor initiating cells, BT-CI) possono essere arricchite purificando le cellule in 

base al fenotipo CD44 + CD24-/low o purificando gli ammassi sferici di cellule auto-

replicanti (mammosfere) da sospensioni cellulari. Un recente studio ha confrontato 

l'espressione dei miRNA nelle cellule self-renewing e nelle cellule differenziate di linee 

di cancro al seno. E’ stata osservato che l'espressione di let-7 è fortemente ridotto nelle 

BT-IC mentre aumenta con la differenziazione. ( Yu F  et al. 2008 ). Introducendo let-7 

nelle BT-IC è stata ridotta la loro capacità proliferativa, la loro capacità di formare 

mammosfere e la formazione di tumori e metastasi in vivo. Al contrario, silenziando let-7 

si ha un maggiore self-renewal di  di cellule non-T-IC in vitro. I target di let-7 sono noti 

oncogeni, come ad esempio H-RAS e HMGA2. Silenziando H-RAS in una linea cellulare 

arricchita di BT-IC- ha ridotto il self renewal, ma non ha avuto effetto sulla 

differenziazione, mentre silenziando HMGA2 si è avuto un maggiore effetto sulla 

differenziazione, ma non sul self renewal. Questi risultati suggeriscono che let-7 regola 

una serie di proprietà delle BT-IC simili alle proprietà delle cellule staminali e che let-7 

può offrire l'opportunità unica di attaccare le cellule staminali tumorali utilizzando RNA 

terapeutici.  

Il delivery del miRNA let-7 ai tumori potrebbe ridurre le cellule staminali inducendo 

la differenziazione. Un report recente ha collegato la proteina RKIP (proteina chinasi Raf 

inibitoria) a let-7 ed alle metastasi del cancro al seno. RKIP (chiamato anche PEBP1) 

inibisce MAPK e la cascata di segnalazione di NF-kB ( Dangi-Garimella S et al. 2009 ). 

Gli autori hanno scoperto che RKIP inibisce l’ invasione metastatico delle cellule 

tumorali del seno e reprime il travaso delle cellule tumorali e le metastasi ossee in un 

modello murino. L’inibizione di MAPK diminuisce la trascrizione di LIN28 da parte di 

MYC, a sua volta, la down regulatione di LIN28, un inibitore della biogenesi di let-7, 

aumenta l’espressione di let-7 in cellule di carcinoma mammario che portano alla 

diminuita espressione di HMGA2, una proteina chromatin-remodeling che attiva geni che 

favoriscono l’invasione e la metastasi, tra cui Snail. Collettivamente, le loro scoperte, 
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indicano che RKIP sopprime l’invasione e le metastasi tramite una cascata di segnali che 

coinvolge MAPK, MYC, LIN28, let-7, e a valle i target di let-7 come HMGA2. 

miR-34a 

Il miR-34a è uno dei diversi miRNA che sono downregulati in cancri multipli [26] ed 

è stato dimostrato che regolati da p53. Nel contesto del cancro al seno, solo uno studio (  

Kato M et al. 2009 ) ha dimostrato che i livelli di miR-34a erano più bassi nelle linee di 

cancro al seno triple negative e nelle linee mesenchimal rispetto alle linee di cellule 

epiteliali e quelle HER-2+. Gli autori propongono che le mutazioni di p53 in questi 

sottotipi di cancro al seno potrebbe contribuire ad abbassare l’espressione del miR-34a. 

Per chiarire il rapporto tra miR-34a e radiosensibilità in queste cellule, gli autori hanno 

confrontato la sensibilità di una linea normale del seno epiteliale (HMEC), una linea di 

HER-2 + (UACC812) e una linea mesenchimale (MDA-MB-231) e hanno trovato che la 

linea cellulare MDA-MB-231 (con bassi livelli di miR-34a) era significativamente più 

sensibili alle radiazioni rispetto alla HMECs o UACC-812 (con alti livelli di miR-34a). 

Livelli incrementati di miR-34a hanno protetto le cellule MDA-MB-231 dalla morte 

cellulare indotta dalle radiazioni, mentre il decremento aveva l’effetto contrario. Questi 

risultati mostrano che miR-34a è necessario per la sopravvivenza delle cellule MDA-MB-

231 dalla morte cellulare non-apoptotico e suggeriscono che il miR-34a può avere un 

potenziale terapeutico nei tumori al seno, in quanto contrapponendosi al miR-34a si 

aumenta la sensibilità delle cellule del cancro al seno verso radiazioni. 

 

miR-31 

E’ stato recentemente dimostrato che il miR-31 previene le metastasi in vari stadi 

inibendo l’espressione di geni che favoriscono le metastasi (  Valastyan S et al. 2009 ). Il 

miR-31 è espresso in cellule del seno normali e la sua abbondanza è stata dimostrata 

essere dipendente dallo stato metastatico del tumore. L’espressione del miR-31 è 

moderatamente ridotto in linee cellulari non-metastatiche di tumore mammario ed è quasi 

impercettibile nelle metastasi sia nel topo che nell’uomo. È importante sottolineare che 

gli autori hanno dimostrato che l'introduzione di miR-31 in cellule di carcinoma 

mammario metastatico sopprime funzioni relative la metastasi ( la motilità, l'invasione e 

la resistenza alle anoikis ) in vitro e metastasi in vivo. In particolare, hanno  trovato che 

sebbene nelle cellule tumorali mammarie sovra-esprimenti il miR-31 si formino tumori 



Introduzione: Il cancro della mammella 
 

60 
 

più grandi e proliferativi, questi tumori sono stati ben incapsulati e quindi meno invasivi, 

suggerendo che il miR-31 inibisce le metastasi nei primi stadi della cascata della 

metastasi. Iniettando direttamente nella circolazione il miR-31 nelle cellule 

sovraesprimenti è impedita la capacità delle cellule di sopravvivere e di formare tumori 

secondari nel polmone, suggerendo che il miR-31 inibisce le metastasi in più passaggi 

della cascata metastatica. Al contrario, l'inibizione di miR-31 porta ad un aumento di 

funzione della invasività e promuove le metastasi in vivo.  

Sei target di miR-31 in cellule umane di cancro al seno putativi sono stati validati: 

frizzled3 (Fzd3), integrina α-5 (ITGA5), miosina, phosphatase-Rho-interacting protein 

(M-RIP), matrix metallopeptidasi 16 (MMP16), radixina (RDX) ed un membro della 

famiglia del gene RAS  (RhoA) . È interessante notare che la ri-espressione di tre di 

questi geni, ITGA5, RDX e RhoA, in cellule di carcinoma mammario metastatico hanno 

abrogato i difetti conferiti da miR-31 sulla motilità, sulla invasione e sulla resistenza all’ 

anoikis, suggerendo che questi tre geni sono funzionalmente target importanti del miR-

31. Presi insieme, i risultati dimostrano che il miR-31 può anche essere un attraente 

bersaglio terapeutico per il cancro al seno per la sua azione antimetastatica esercitata a 

più livelli nella cascata metastatica su geni che favoriscono le metastasi. 

4.3.2   MiRNA oncogeni 

miR-21 

Il miR-21 è stato trovato essere costantemente sovraespresso in molti tumori, tra cui il 

cancro al seno ( Iorio MV et al. 2005; Volinia et al. 2006 ). Coerentemente con tali 

scoperte, il miR-21 è stato anche dimostrato essere altamente upregolato nei tumori del 

seno rispetto ai tessuti normali in 157 casi di pazienti in cui i miRNA sono stati analizzati 

mediante real-time RT-PCR array (  Si M-L et al. 2007 ), suggerendo che miR-21 può 

funzionare come un oncogene. Uno studio più recente ha anche esaminato il ruolo 

oncogenico di miR-21 in coltura cellulare e in eterotrapianti topo. Sebbene l’effetto del 

silenziamento del miR-21 sulla sopravvivenza delle cellule è stato marginale (25% 

riduzione), gli autori hanno trovato che l’ inibizione della crescita aumenta quando in 

cellule  MCF-7 transfettate vengono  trattate con il farmaco antitumorale topotecan, 

suggerendo che la soppressione di miR-21 può sensibilizzare le cellule tumorali agli 

agenti antitumorali. Per approfondire se il silenziamento del miR-21 da solo abbia effetto 

sulla tumorigenesi, hanno iniettato cellule MCF7 silenziate nel tessuto mammario di 
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nude-mice. I tumori derivati da cellule MCF-7 transfettate con anti-miR-21 erano solo la 

metà di quelli derivati dalle cellule trasfettate con il controllo negativo, mentre antiKi-67 

ha indicato che la crescita del tumore è stata ridotta probabilmente da una minore 

proliferazione causata da anticorpi anti-miR-21. Questi risultati mostrano che il miR-21 è 

un miRNA oncogeno che svolge un ruolo importante nella tumorigenesi. Gli autori hanno  

anche scoperto che silenziando il miR-21 le cellule MCF-7 entrano in apoptosi e questo è 

stato associato con una minore espressione della proteina Bcl-2 sia in cellule MCF7 

transfettate con anti-miR-21 sia in tumori derivati da queste cellulare, a riprova del fatto 

che Bcl-2 può essere un bersaglio indiretto di miR-21. Per chiarire ulteriormente i 

meccanismi molecolari che regolano la funzione di miR-21, l'analisi proteomica dei 

suddetti tumori trapiantati hanno rivelato che l' oncosoppressore tropomiosina proteina 1 

(TPM1), che è noto per essere downregolato in linee cellulari epiteliali di cancro al seno, 

è un target di miR-21 .  Nel contesto del cancro al seno, il miR-21 ha anche dimostrato di 

inibire l'espressione dell’ oncosoppressore PDCD4 (morte cellulare programmata-4). 

Sebbene l’esaurimento della proteina di PDCD4 in cellule MCF-7 da siRNA PDCD4 non 

ha effetto sulla proliferazione cellulare, significativamente ha attenuato l'effetto di 

inibizione antiproliferativo di miR-21, sottolineando un ruolo essenziale per PDCD4 

come mediatore degli effetti biologici di miR-21 in cellule di carcinoma mammario ( 

Frankel LB et al. 2008 ). Un altro target importante di miR-21 è il gene soppressore 

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) ( Qi L et al. 2009 ). Oltre a TPM1 e PDCD4, 

uno studio identifica anche Maspin come un target diretto di miR-21 ( Zhu S et al. 2009 ). 

E’ stato dimostrato che questi tre geni riducono l'invasività di una linea di cellule 

metastatiche di cancro della mammella ( Zhu S et al. 2007 ). Le loro scoperte, 

consolidano ulteriormente il ruolo di miR-21 come un miRNA oncogeno e suggeriscono 

che miR-21 ha un ruolo non solo nella crescita del tumore, ma anche nelle metastasi 

tumorali e l'invasione prendendo di mira più geni anti-metastatiche. 

miR-155 

Il miR-155 è over-espresso in un numero di neoplasie tra cui il cancro al seno[28,62]. 

Un recente studio ha dimostrato che il miR-155 è up-regolato nelle cellule della 

ghiandola mammaria normale murina (NMuMG cells) attraverso il pathway TGF-

β/Smad4 e l’induzione TGF-β-mediata di EMT e l’invasione cellulare (Kong W et al. 

2008 ). Per studiare il ruolo del miR-155 nella EMT TGF-β-indotta, gli autori hanno 

trovato che l’espressione ectopica del miR-155 nelle cellule NMuMG distrugge la 
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corretta formazione delle tigh junction e promuove la migrazione cellulare e l’invasione. 

Al contrario, antagonizzando il miR-155 nelle cellule NMuMG si ha la riduzione della 

EMT TGF-β-indotta e la migrazione cellulare e l’invasione. Il miR-155 direttamente 

inibisce l’espressione di RhoA, un gene che regola molti processi cellulari, che includono 

l’adesione cellulare, la motilità, la polarità e è un importante modulatore della formazione 

delle giunzioni cellulari e della stabilità. Queste scoperte suggeriscono che il miR-155 è 

regolato dal pathway di TGF-β/Smad4 e down regolato dalla espressione della proteina 

RhoA per portare alla progressione EMT. Inoltre hanno dimostrato che il miR-155 è 

associato con l’invasività del cancro nel tumore primario di carcinoma al seno nell’uomo 

dimostrando che il miR-155 è altamente espresso in tumori invasivi ma non in tessuti non 

invasivi tumorali. Questi risultati mostrano che il miR-155 è implicato nella EMT ed 

invasione come osservato in cellule NMuMG e suggerisce che il miR-155 può giocare un 

ruolo critico nelle metastasi tumorali del cancro al seno. 

miR-10b 

Il miR-10b è stato il primo miRNA trovato ad avere un effetto sulle potenziali 

metastasi nelle cellule tumorali umane ( Ma L. et al. 2007 ). A differenza del miR-155, 

che è sovra-espresso in molti tumori della mammella, il miR-10b era altamente espresso 

solo nelle cellule di cancro metastatico ed è stato trovato promuovere la migrazione 

cellulare e l'invasione in vitro ed innescare l’ invasione e le metastasi tumorali in vivo. 

L'espressione di miR-10b è stato trovato essere indotto dal fattore di trascrizione Twist, a 

sua volta, miR-10b inibisce la traduzione del fattore di trascrizione homeobox D10 

(HOXD10), risultante in una cascata di alterazioni cellulari che includono espressione del 

gene prometastatic RHOC ( Ras homologue gene family member C ), un gene che 

promuove la migrazione e l'invasione delle cellule del cancro. 
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5. Transizione epitelio mesenchimale 

 

  I tumori non sono macchinari in grado di proliferare in modo autonomo, ma 

presentano aspetti molto eterogenei per quanto riguarda la morfologia e gli aspetti 

funzionali. Infatti, un singolo tumore può presentare aree diverse con comportamenti 

diversi: proliferazione, arresto del ciclo cellulare, differenziamento epiteliale, adesione 

cellulare e disseminazione. In accordo a questo modello più dinamico delle SCS la 

maggior parte dei tipi tumorali derivano da nicchie di cellule staminali caratterizzate da 

un bilancio finemente coordinato tra automantenimento, migrazione, proliferazione, 

differenziamento e apoptosi.  

Le mutazioni in geni noti per essere responsabili di questo bilanciamento nei tessuti 

normali danno luogo alla formazione di masse tumorali parzialmente differenziate ed 

eterogenee che, in seguito a mutazioni addizionali e sotto l’influenza positiva dei fattori 

microambientali, progrediscono verso il tumore maligno. Le cellule tumorali si staccano 

dalla massa tumorale per disseminarsi nel microambiente. Riflettono comunque 

l’eterogeneità del tumore primario e solo in poche, le cellule staminali cancerose 

migranti, hanno la plasticità necessaria a subire il trans-differenziamento e a migrare e 

situarsi in organi distali. In accordo a questo, la progressione del cancro verso una forma 

aggressiva è stata correlata con la perdita dell’identità epiteliale e l’acquisizione del 

fenotipo migratorio. Questo fenomeno, definito come transizione da epitelio a 

mesenchima (EMT, epithelial to mesenchymal transition), è considerato un evento 

cruciale nella progressione della malignità. Il processo è essenziale per la generazione di 

nuovi tipi di tessuto durante l'embriogenesi, e ha un ruolo fondamentale nella 

infiammazione e cicatrizzazione dei tessuti adulti (Thiery , 2003; Flint et al, 2008). 

Recentemente è stata associato allo sviluppo tumorale, è stata descritta infatti essere 

coinvolta nei passaggi fondamentali della tumorigenesi come l’invasione e le metastasi 

(Sleeman, 2000). Ormai è assodato che il processo EMT è importante per l’evoluzione 

del tumore. Le cellule epiteliali sono cellule altamente polarizzate e sono connesse le une 

alle altre da giunzioni cellulari. Le cellule di fenotipo mesenchimale invece non 

stabiliscono contatti intercellulari e sono dotate di capacità migratoria. Durante la EMT le 

cellule epiteliali perdono le giunzioni intercellulari, con conseguente distacco dalle altre 

cellule circostanti. Quindi le cellule che effettuano la EMT acquisiscono caratteristiche 

mesenchimali, necessarie per migrare lontano dal sito del tumore primario.  
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Sono stati identificati dei marcatori molecolari per valutare se una cellula epiteliale è 

andata o meno incontro al processo EMT. Il principale marcatore è la perdita della E-

caderina, evento associato alla distruzione delle giunzioni cellula-cellula. L’incremento 

della N-caderina, della α-actina del muscolo liscio (α-SMA) e delle metalloproteasi 

(MMP) sono altri marcatori di mesenchimalità. Inoltre esistono dei fattori trascrizionali 

che si attivano durante in processo EMT come Snail, ZEB, Twist. La EMT è indotta da 

numerosi fattori, tra cui fattori di crescita dei recettori a tirosin chinasi, dalla via di 

segnalazione di Wnt, da quella di Notch, dalle MMP e dalla ipossia. Tuttavia l’induttore 

di EMT per eccellenza è il TGF-β1, che svolge un ruolo fondamentale sia nei processi 

ontogenici che nella trasformazione neoplastica. 

Ulteriori passaggi che permettono la disseminazione e la metastasi possono essere 

reversibili (come la transizione dal mesenchima all’epitelio, MET – mesenchymal to 

epithelia transition), e non possono essere spiegate solo con la teoria delle alterazioni 

genetiche irreversibili, indicando l’esistenza di una componente dinamica nella 

progressione del tumore umano e un ruolo regolatorio per l’ambiente tumorale. 

 

5.1   Cellule staminali tumorali e Transizione epitelio mesenchimale 

La scoperta di una popolazione di cellule di carcinoma mammario staminali che hanno 

subito la transizione epitelio-mesenchimale (EMT) ( Mani S.A. et al 2008 ) ha aperto un 

nuovo fronte eccitante nello studio del cancro delle cellule staminali. Era già stato 

proposto che cellule staminali tumorali ( cancer stem cells, CSC ) in carcinomi vanno 

incontro a questo processo di trasformazione che porta all’acquisizione di un fenotipo 

mesenchimale migratorio, che permette loro di migrare dal tumore primario e di 

colonizzare siti distanti. In questi siti subiscono il processo di trasformazione inverso, la 

transizione mesenchimale-epiteliale    ( MET ) formando un tumore dalle caratteristiche 

epiteliali come lo stesso che lo ha generato. ( Brabletz, T. et al. 2005 ). Ci sono lavori 

sperimentali a sostegno di questa ipotesi. ( Biddle A. et al. 2011 ;  Chaffer C. L et al. 

2006 ). Oltre ad essere implicate nelle metastasi, le cellule staminali tumorali che hanno 

subito la EMT mostrano resistenza terapeutica ( Gupta, P. B. et al. 2006 ) e possono 

pertanto costituire un serbatoio di cellule sopravvissute che è responsabile della recidiva 

del tumore dopo la terapia iniziale che può apparentemente essere di successo. Per queste 

ragioni, le cellule staminali tumorali, che sono stati sottoposti alla EMT, rimangono un 

punto cruciale per quella ricerca che si impegna a prevenire le recidive e le metastasi 

tumorali. ( Wang Z. et al. 2010 ).  



Introduzione: Transizione epitelio mesenchimale 
 

65 

 

5.2 Gata-3 inibisce la transizione epitelio mesenchimale via E-caderina 

Negli ultimi dieci anni, una notevole attenzione è stata focalizzata sul profilo di 

espressione differenziale di GATA3 in diversi sottotipi di tumori al seno nell’uomo. 

Studi su tessuti e cellule umane di cancro al seno hanno dimostrato che l’espressione di 

GATA3 è correlata con elevati livelli di espressione di ER, E-caderina ed è associata 

anche ad un decorso di lunga sopravvivenza dopo la malattia. Un esempio sono gli studi 

con tecniche di espressione genica differenziale, compresa l'analisi seriale 

dell'espressione genica ( disponibile sul NSC, National Institutes of Health, sito Web ) e 

microarray hanno dimostrato che GATA3 è altamente espresso nei tessuti ER-positivo, 

che descrivono la fase iniziale ancora ben differenziata dei tumori al seno con 

caratteristiche quindi ben diverse da quelli ER-negativi  che sono associati a peggiori 

esiti clinici ( Mehra et al. 2005 ; Sorlie T et al. 1998 ) per la principale caratteristica di 

invasività. Questi dati suggeriscono che GATA3 induce le cellule del cancro al seno con 

caratteristica di invasività a subire una inversione del meccanismo di  transizione 

epitelio-mesenchimale, portando quindi alla soppressione di metastasi tumorali. 

GATA3 è stato identificato soprattutto come un fattore di trascrizione che regola la 

differenziazione e la maturazione dei linfociti T. Si è trovato esclusivamente espresso 

nella fase precoce dei tumori al seno ben differenziato, non è invece espresso nelle 

cellule in avanzato stato di cancro invasivo. Per definire il suo ruolo Yan et al. hanno 

impiegato due diversi fenotipi di cellule del cancro al seno, di cui uno GATA3-positivo 

e quindi non invasivo (MCF-7) e l’altro GATA3-negativo ed invasivo (MDA-MB-231). 

L’espressione ectopica di GATA3 nelle cellule MDA-MB-231 hanno trasformato il 

fenotipo cellulare in quello epiteliale ed hanno ridotto l’ invasività. Queste cellule hanno 

anche aumentato l’espressione di E-caderina,  e diminuito i livelli di espressione di 

Vimentina, N-caderina, e MMP-9. Inoltre, nei topi xenotrapiantati cellule MDA-MB-

231 che esprimono GATA3 crescono tumori primari più piccoli senza metastasi rispetto 

ai grandi tumori metastatici derivati dal controllo MDA-MB-231 cellule. GATA3 si è 

visto indurre l’espressione di  E-caderina attraverso motivi di legame sul suo promotore. 

Mentre il silenziamento di GATA3 attraverso l’uso di SiRNA in cellule MCF-7 hanno 

innescato la trasformazione fibroblastica e quindi hanno acquisito capacità di invasione 

cellulare, con conseguente metastasi a distanza. Tuttavia, poco è inteso per quanto 

riguarda la sua attività e dei meccanismi alla base di questa espressione differenziale nei 

tumori. GATA3 (GATA-binding protein 3) è un membro della famiglia di fattori di 

trascrizione zinc finger (GATA1-GATA6), che si legano con alta affinità ai siti 



Introduzione: Transizione epitelio mesenchimale 
 

66 

 

consenso del DNA (T / A-GATA-A / G) (1, 2).  GATA1, GATA2 e GATA3 sono 

principalmente espressi dalle cellule ematopoietiche,  GATA4, GATA5 e GATA6 sono 

rilevabili nel sistema cardiovascolare e  i tessuti derivati dall’endoderma, come 

polmone, fegato, intestino, pancreas e ( Patient RK, McGhee JD 2002 ).  

Studi funzionali di GATA3 nella specifica linea di cellule ematopoietiche hanno 

rivelato che GATA3 media la maturazione dei timociti ed è abbondantemente espresso 

nei linfociti T maturi ( Ranganath S. Murphy KM 2001 ).Recentemente, è anche stato 

trovato che GATA3 gioca un ruolo essenziale nella morfogenesi embrionale del tessuto 

mammario. Nella ghiandola mammaria adulta, GATA3 agisce sull'epitelio duttale al 

fine di mantenere la differenziazione delle cellule epiteliali luminali ( Asselin Labat ML 

et al. 2007; Kouros Mehr H et al. 2006 ). GATA3 è riconosciuto come una key 

regulator dello sviluppo di tessuto mammario e formazione della ghiandola mammaria. 

 

5.3 Gata-3 ed il recettore per gli estrogeni ER-alpha 

 

Una moltitudine di prove hanno dimostrato che GATA3 regola positivamente ERα 

legandosi sulla regione del promotore del gene, (Kouros Mehr H et al. 2006 ; Voduc D 

et al. 2008, Parikh P et al. 2005 ). Erα a sua volta ha la capacità di stimolare 

direttamente la trascrizione del gene GATA3 quando viene traslocato nel nucleo, 

implicando che questi due fattori si trovano in un loop di regolazione positivo reciproco. 

In accordo con questi dati, vi è uno studio che mostra una correlazione significativa tra i 

livelli elevati di GATA3 e la reattività alla terapia ormonale nei casi di cancro ER-

positivo ( Parikh P et al. 2005). Nel complesso, questi dati indicano che GATA3 

emerge come un forte predittore di differenziazione del tumore al seno, di reattività agli 

estrogeni ed il favorevole esito clinico. 

Prove crescenti ottenute sia da modelli animali tumorali sia da tumori umani, hanno 

stabilito l'idea che la progressione di un epitelio di derivazione tumorale in un fenotipo 

invasivo comporta la trasformazione in un fenotipo fibroblastico, il meccanismo è 

denominato transizione epitelio-mesenchimale (EMT) ( Yan W, Shao R 2006 ). Durante 

la trasformazione, le cellule tumorali perdono le caratteristiche che includono la polarità 

apicale-basale tipica delle cellule epiteliali, associate alla membrana aderenti, e la 

proteina di adesione cellula-cellula E-caderina. Allo stesso tempo, acquisiscono 

l'espressione di N-caderina e vimentina, un marcatore delle cellule mesenchimali, e la 

trasformazione in un fenotipo fusiforme. Attraverso la EMT, le cellule tumorali hanno 
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la capacità invasiva di staccarsi dalla loro origine, invadendo lo stroma ospite, fuggendo 

per via vascolare e / o linfatica, ed eventualmente sopravvivere e ricrescere in una 

regione lontana, un processo chiamato metastasi tumorale. Un certo numero di 

carcinomi epiteliali, compresi seno e cancro della pelle, hanno dimostrato che la EMT è 

essenziale per la progressione tumorale e metastasi ( Putz E et al. 1999; Janda E. et 

al.2002 ). Tuttavia, non è stato rigorosamente dimostrato se GATA3 può promuovere 

cellule tumorali invasive per il differenziamento epiteliale attraverso l'inversione di 

EMT. Recentemente, Kouros-Mehr et al. ( Kouros-Mehr H et al. 2008 ) hanno trovato 

che il ripristino di GATA3 nel carcinoma mammario di animali transgenici ha innescato 

la differenziazione delle cellule del cancro e successivamente soppresso le metastasi.  
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6. Ipossia 

L’ipossia è una caratteristica importante del microambiente tumorale, dovuta ad uno 

squilibrio nell’approvvigionamento e nel consumo di ossigeno da parte delle cellule 

tumorali ( Harris AL 2002 ). Molti tumori solidi contengono regioni meno 

vascolarizzate che sono gravemente ipossiche    ( Pouyssegur J et al. 2006 ) e quindi 

possono contribuire alla progressione del cancro attivando fattori di trascrizione che 

promuovono la sopravvivenza cellulare, l'angiogenesi tumorale e le metastasi ( Keith B, 

Simon MC 2007, Pouyssegur J et al. 2006 ). Inoltre l’ipossia tumorale è anche associata 

alla resistenza alle radiazioni e alla chemioterapia ( Mabjeesh NJ, Amir S 2007 ). Non è 

quindi sorprendente che l'ipossia tumorale è associata ad un decorso più aggressivo 

della malattia e a scarsi risultati clinici ( Mabjeesh NJ, Amir S 2007 ). La risposta 

cellulare all'ipossia è in gran parte mediata dal fattore ipossia-inducibile (HIF) della 

famiglia di fattori di trascrizione, e si traduce in cambiamenti globali trascrizionali 

dell'espressione genica (Harris AL 2002 2002 ). Le isoforme della famiglia HIF (HIF-

1α, 2α-e-3α) in condizioni normali di ossigeno ( normossia; 21% O2 ) sono degradati 

per l'azione di specifiche prolill idrossilasi O2-, ferro e 2-ossoglutarato dipendenti. 

L’inibizione di queste prolil idrossilasi in condizioni di ipossia impedisce la 

degradazione della famiglia HIF, permettendo loro di legare e regolare i loro geni 

bersaglio trascrizionali. Una piccola percentuale di cellule tumorali presenta proprietà di 

cellule staminali ( Reya T. 2001 ). Queste cellule, che sono state considerate come 

tumor-initiating cells or cancer stem cells, mostrano la capacità di self-renewal e di 

differenziazione multipotenziale, e hanno la capacità di avviare e diffondere tumori        

( Mabjeesh NJ, Amir S 2007 ).  Dati recenti suggeriscono che queste cellule tumorali 

sono piuttosto comuni in alcuni tipi di cancro ( Reya T. 2001 ), suggerendo che una 

condizione simile alla staminalità nella cellula tumorale potrebbe essere una condizione 

più dinamica di quanto si pensasse. È stato suggerito che l'ipossia potrebbe contribuire 

alla formazione di una niche di cellule staminali tumorali all'interno del tumore              

( Mohyeldin A et al. 2010 ). 

6.1 Ipossia e biomarcatori di cellule staminali ( CSC ) 

Le cellule staminali crescono in un microambiente specializzato, la niche, in grado di 

regolare l'equilibrio tra il self-renewal, la differenziazione e la quiescenza delle cellule 

staminali. Diversi fattori sono importanti all'interno della niche, comprese le interazioni 

cellulari e i fattori ambientali ( Mohyeldin A et al. 2010 ). Prove recenti suggeriscono 
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che molte cellule staminali sono anche localizzate in aree a basso tenore di ossigeno 

beneficiandone, e questo pare essere a supporto della ipotesi che l'ipossia possa essere 

importante per il fenotipo indifferenziato di cellule staminali / precursori delle cellule ( 

Mohyeldin A et al. 2010 ; Keith B et al. 2007 ).  Bassi livelli di ossigeno stabilizzano la 

subunità α di HIF, hypoxia inducible factor, e quindi inducono l'attività trascrizionale 

degli eterodimeri che comprendono una subunità α e una subunità β (HIFβ / ARNT) che 

possono legarsi alle regioni che legano il fattore di trascrizione, hypoxia response 

element HRE e attivare geni multipli, inclusi cMYC e OCT4 ( Keith B, Simon MC 2007, 

Pouyssegur J et al. 2006; Covello KL et al. 2006; Dang CV et al. 2005 ). In alcune 

cellule il signaling di HIF è noto anche per regolare il metabolismo cellulare attraverso 

up-regolation dell'espressione di geni glicolitici e down-regolation dell'attività 

mitocondriale attraverso la  trans-attivazione di PDK1, un repressore della piruvato 

deidrogenasi e up-regolation di miR-210, un soppressore di ISCU, iron-sulfur cluster 

assembly protein U ( Papandreou I et al. 2006 ). In condizioni di normossia, HIFα 

subisce l’idrossilazione delle proline, si lega ad una E3 ubiquitina ligasi, la proteina Von 

Hippel-Lindau (VHL), subendo una  rapida degradazione poliubiquitinazione-

dipendente da parte del proteasoma. Anche altri mezzi di regolazione HIF sono stati 

descritti, tra cui la regolazione attraverso gli enzimi coinvolti nel ciclo di Krebs e 

microRNA (miRNA) - o regolazione istone deacetilasi-dipendente ( Cha ST et al. 2010; 

Zhong L. 2010 ). Alcuni tipi di cancro aggressivo e cellule staminali tumorali ( CSC ) 

mostrano un signaling di espressione genica caratteristico delle cellule staminali 

embrionali . Mathieau J et al. ( 2011 ) mostrano che HIF induce i marcatori delle  

hESC, compresi gli induttori critici delle cellule staminali pluripotenti indotte (IPSC), 

Oct4, Sox2, NANOG, MYC, e miR-302 in cellule tumorali. Inoltre, HIF, in 

combinazione con gli induttori tradizionali delle cellule staminali pluripotenti indotte, 

IPSC, è efficiente nella generazione delle iPSC simili a colonie con peculiarità 

altamente cancerogene.  In campioni di tumore della prostata, HIF1α co-localizza con i 

marcatori delle hESC, Nanog e OCT4, e l'espressione di marcatori di cellule staminali. 

Inoltre, cellule primarie del glioma nonstem (NS) sono in grado di formare neurosfere 

che presentano marcatori delle hESC up-regulated in condizioni di ipossia, ma non in 

condizioni di normossia. 
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6.2   Ipossia e miR-302  

Mathieau J et al. ( 2011 ) hanno rilevato una convergenza nella miRNA signature tra 

linee cellulari tumorali ipossiche e linee di hESC indifferenziate. La maggior parte  

delle hESC esprimono un set di miRNA specifico ( Stadler B et al. 2010 ;  Qi J et al. 

2010 ), tra cui il miR-302a-b, miR-106a-b, miR-92, miR-372, miR-19b, miR-130a, 

miR-30e-5p, miR-195. ( Figura ). Questi stessi miRNA sono stati trovati 

significativamente up-regulated in linee di cellule tumorali coltivate a bassi livelli di  

Figura 12. L’ipossia induce l’espressione di ESCs markers in diverse linee di cellule tumorali. 

MiRNA specifici delle cellule staminali hESCs sono uperegulated dopo trattamento in ipossia ( 24h in 

2% O2 ) in diverse linee di cellule tumorali (qRT-PCR analysis ). Il P-value è stato calcolato usando il 

t-test per misurare la differenza tra i livelli di miRNA nelle due diverse condizioni, ipossia e normossia. 

ossigeno ad indicare che linee di cellule tumorali si portano verso un miRNA-profiling 

simile a quello delle cellule staminali quando vengono 

esposte a ipossia. L'ipossia induce la up-regulation del miR-

302b e il miR-106a in cellule ME180, ed è stata 

ulteriormente validata da ulteriori qRT-PCR. Mathieau J et 

al. hanno inoltre testato se il promotore del miR-302 fosse 

sensibile alle HIF utilizzando ndHIF1α e ndHIF2α ( Yan Q et 

al. 2007 ) e un costrutto reporter del promotore miR-302 

legato alla luciferasi. L’attività della  luciferasi è stata 

sovraregolata in presenza di ndHIF1α e ndHIF2α nella cellule HeLa, dimostrando che il 

miR-302 è promotore sensibile alla espressione di ndHIF ( Figura ). 
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Come riportato precedentemente, l’espressione del miR-210 è indotto in risposta al 

trattamento in  ipossia ( Chan SY et al. 2010 ; Yan Q et al. 2007 ). Il miR-210 ha 

dimostrato di aumentare l'attività di MYC inibendo MNT, che è il naturale antagonista 

di MYC ( Zhang Z. et al. 2009 ), e per regolare il metabolismo sopprimendo la ISCU ( 

Zhang Z. et al. 2009 ). Pertanto, la upregulation del miR-210 HIF-dipendente potrebbe 

anche contribuire alla determinazione del fenotipo staminale in queste cellule tumorali 

trattate in condizioni di ipossia. 

6.3   Ipossia e transizione epitelio-mesenchimale 

Uno dei numerosi fattori cellulari su cui incide l’ipossia è Snail, il principale regolatore 

della transizione epitelio-mesenchimale (EMT). Si è visto che Snail è implicato nei 

processi chiave tumorali biologici come l’invasione e le metastasi. 

La transizione epitelio-mesenchimale (EMT) è un processo biologico che definisce la 

progressione da un fenotipo epiteliale polarizzato ad un fenotipo mesenchimale, che si 

distingue per caratteristiche simili ai fibroblasti ( Thiery e Sleeman, 2006 ). La 

transizione epitelio-mesenchimale è caratterizzata da un cambiamento delle proteine 

specifiche del tipo cellulare e conduce alla facilitazione della motilità cellulare.  La 

transizione epitelio-mesenchimale è considerato un processo transitorio e reversibile e 

rappresenta solo uno dei diversi passaggi necessari per la progressione del tumore con 

l'invasione e la diffusione metastatica (Christiansen e Rajasekaran, 2006). Come 

recensito da Christiansen et al ci sono studi che descrivono un fenotipo parziale o una 

EMT incompleta dei carcinomi avanzati, che pur mostrando alcune caratteristiche 

mesenchimali, hanno ancora una riserva di caratteristiche di cellule epiteliali ben 

differenziate (Christiansen e Rajasekaran, 2006). La disposizione architettonica di un 

tessuto epiteliale è caratterizzata da una fitta rete di strutture giunzionali come le 

giunzioni strette, e gap adherens e i desmosomi. Le caderine sono importanti per la 

stabilizzazione di queste strutture, e, in particolare, E-caderina (Materia e Balda, 2003). 

Una caratteristica importante di EMT è la perdita di E-caderina, con conseguente 

destabilizzazione dei contatti cellula-cellula e il distacco delle cellule dal suo ambiente. 

La repressione della trascrizione genica della E-caderina  è il risultato della 

sovraespressione di diversi repressori che inducono la EMT, come il fattore di 

trascrizione zinc-finger Slug (Hajra et al, 2002) e Snail (Barrallo- Gimeno e Nieto, 

2005). E’ stato riportato che la sovraespressione di Snail è un induttore sufficiente della 
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EMT, oltre ad essere un predittore del fenotipo di tumore aggressivo (Cano et al, 2000). 

Nel carcinoma mammario l’aumento di espressione di Snail è stata associata ai 

linfonodi, all’ invasività e al potenziale metastatico (Cheng et al, 2001; Blanco et al, 

2002), e anche alla ridotta sopravvivenza libera da recidiva (Moody et al, 2005). Kurrey 

ed altri (2005) hanno riportato che l’espressione ectopica di Snail o  Slug comporta 

l’induzione della EMT in una linea cellulare di carcinoma ovarico, con aumento di 

proprietà quali la motilità e l’ invasività, la perdita di espressione di marcatori epiteliali 

e l’aumentata espressione di vimentina. Il silenziamento stabile di Snail induce alla 

transizione mesenchimale-epiteliale completa in MDCK-Snail cellule, e la riduzione 

della crescita tumorale in vivo di due linee indipendenti (Olmeda et al, 2007). Oltre 

all'importanza della cellula tumorale stessa, è ben stabilito che il microambiente 

tumorale gioca un ruolo cruciale nella carcinogenesi (Liotta e Kohn, 2001). L’ipossia è 

prevalentemente causata dalla formazione anomala della massa tumorale in rapida 

crescita, ed il risultato netto è la formazione di aree eterogenee di bassa pressione di 

ossigeno (Vaupel et al, 2002). L’ adattamento della cellula tumorale permette la 

sopravvivenza e provoca l’eterogeneità e la selezione di cloni resistenti, contribuendo a 

un fenotipo più maligno (Semenza, 2003). La risposta ipossica mediata dal fattore di 

trascrizione hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) attiva geni bersaglio coinvolti in una 

serie di diversi processi cellulari, quali la proliferazione, l'angiogenesi e la EMT, tutti 

collegati alla progressione maligna (Semenza, 2002; Imai et al, 2003; Yang e Wu, 

2008). L’ upregulation della espressione dell' mRNA di Snail in condizioni di ipossia, 

con concomitante down-regulation di E-caderina, è stato riportato in linee cellulari di 

carcinoma ovarico (Imai et al, 2003; Kurrey et al, 2005), ed è stato anche dimostrato che 

l'invasività delle linee di cellule di cancro ovarico ipossiche aumenta (Imai et al, 2003). 

Inoltre, Lester et al (2007) hanno riportato che l'esposizione della linea cellulare del 

cancro della mammella MDA-MB-468 all'1% ossigeno comporta un aumento 

dell'espressione di vimentina, una diminuizione dei livelli di espressione di E-caderina e 

la traslocazione nucleare della proteina Snail. In particolare, queste cellule hanno 

adottato una simile morfologia mesenchimale, aumentando la loro capacità migratoria e 

sono stati in grado di diffondere in vivo.  K Lundgren et al. 2009 nel loro studio, hanno 

fornito una delucidazione sulla regolazione della EMT mediante l’induzione di Snail, e 

sul rapporto tra EMT e ipossia, in un pannello di linee cellulari di tumore mammario, 

utilizzando un  valido anticorpo specifico di Snail.  Hanno esposto quattro linee cellulari 

di cancro al seno al 0,1% di ossigeno ed hanno poi monitorato l’espressione di 
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marcatori specifici della EMT. L'esposizione allo 0,1% di ossigeno hanno portato 

l’espressione della proteina Snail ad elevati livelli con corrispondenti variazioni nei 

livelli di espressione di vimentina ed E-caderina. Hanno anche osservato un aumento 

delle capacità migratorie nelle cellule MDA-MB-468. Inoltre la sovraespressione di 

Snail porta ad un aumento della motilità nelle cellule MCF-7, T-47D e MDA-MB-231, 

mentre il silenziamento della proteina riduzione della tendenza migratoria nelle stesse 

linee cellulari. L’espressione di Snail nucleare è associata a tumori ad alto grado e tasso 

di proliferazione, ma non con recidiva. È interessante notare che Snail è stata associato 

ad alterata risposta tamoxifene (p = 0,048). Questi risultati dimostrano che l'ipossia 

induce l'espressione di Snail, ma in genere non è un fenotipo migratorio, suggerendo 

che le cellule ipossiche sono solo in parte spinti verso EMT.  

.6.4   Ipossia e reprogramming 

La pluripotenza è caratterizzata da fattori di trascrizione specifici come OCT4, NANOG 

e Sox2, ma anche è anche associata a microRNA (miR). E’ stato visto che cellule 

somatiche possono essere riprogrammate con l'espressione forzata di questi fattori in 

cellule staminali pluripotenti indotte (iPSCs) presentando caratteristiche simili alle 

cellule staminali embrionali (ESC). Tuttavia, le attuali strategie di riprogrammazione 

sono comunemente basate sul viral delivery dei fattori associati alla pluripotenza, 

intaccando l'integrità del genoma e impedendo quindi l'uso di tali cellule in qualsiasi 

applicazione clinica. Nel tentativo di stabilire strategie nonintegrating non virali di 

riprogrammazione, Foja et al. hanno studiato l'influenza dell'ipossia sull'espressione dei 

fattori associati alla pluripotenza e il cluster del miR-302 in cellule mesenchimali 

primarie e i stromali immortalate (MSC). La combinazione di ipossia e di trattamenti 

con il fattore di crescita dei fibroblasti 2 (FGF2) hanno portato alla induzione di OCT4 e 

NANOG in una linea cellulare immortalizzata L87 e MSC primaria, con raddoppio dei 

livelli di senescenza aumentata e diminuita. La cosa più importante, il cluster del miR-

302 endogeno specifico delle ECS è stato indottao in ipossia e dopo il trattamento con 

FGF2. L'ipossia ha anche incentivato la riprogrammazione delle cellule staminali 

mesenchimali attraverso l’ espressione episomale di fattori pluripotenza. Il lavoro di 

Foja dimostra che l'ipossia in combinazione con FGF2 facilita una riprogrammazione  

efficiente nelle cellule staminali mesenchimali. ( Foja et al. 2013 ) 
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7.   Le mammosfere 

Nel 2003 Dontu e colleghi hanno sviluppato una nuova tecnica che ha permesso, per la 

prima volta, di coltivare cellule staminali mammarie in un sistema di coltura 

tridimensionale per ottenere aggregati sferici chiamati “mammosfere”. E’ stato 

dimostrato che le mammosfere derivano da una singola cellula capace di autorigenerarsi 

e comprendono precursori indifferenziati capaci di differenziarsi nelle tre linee cellulari 

che costituiscono l’epitelio mammario ( luminale, mioepiteliale e alveolare) ( Dontu et 

al., 2003 ). Le mammosfere sono altamente arricchite di cellule indifferenziate, come 

dimostrato dalla capacità delle singole cellule, isolate dalle mammosfere, di generare 

colonie di diversi tipi cellulari (multilineage) se coltivate in condizioni di 

differenziazione. La cultura delle mammosphere è stata ampiamente utilizzata per 

incrementare il numero di cellule staminali epiteliali mammarie e cellule staminali 

tumorali (CSC).  

7.1 La cultura di mammosfere prolungata induce la transizione epitelio-

mesenchimale ( EMT ). 

La transizione epitelio-mesenchimale (EMT) induce anche caratteristiche di cellule 

staminali in cellule mammarie normali e trasformate. Gutilla et al. 2012 hanno 

esaminato dove le condizioni di cultura delle mammosphere di per sé inducono la EMT 

nelle cellule della linea epiteliale MCF-7 di cancro al seno. Le cellule MCF-7 sono state 

coltivate come mammosfere per 5 settimane, con dispersione e reseeding alla fine di 

ogni settimana. Questa cultura di mammosphere ha indotto una completa EMT già alla 

terza settimana. Queste cellule poste nelle normali condizioni di coltura aderente hanno 

generato una popolazione cellulare (denominato MCF-7 (M) che presenta un 

caratteristico fenotipo mesenchimale e simile alle CSC CD44+/CD24-. La EMT era 

accompagnato da uno stabile, marcato aumento di fattori di trascrizione EMT-associati 

e marcatori mesenchimali, e una diminuzione dei marcatori epiteliali e del recettore α 

(ERa). Le cellule MCF-7 (M) mostravano un aumento della motilità, della 

proliferazione e della chemioresistenza in vitro, e hanno prodotto grandi tumori in topi 

immunodeficienti con o senza supplementazione di estrogeni. Analisi di MiRNA ha 

mostrato la soppressione del miR-200c, miR-203 e miR-205 ed un incremento dei livelli 

di espressione del miR-222 e miR-221. Hairpin RNA antisenso inibitore di targeting 

miR-221 portato a ri-espressione di ERa in MCF-7 (M) delle cellule. Questo studio 

fornisce il primo esempio di condizioni di coltura di mammosphere che inducono la 
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EMT e la conseguente regolazione di microRNA che hanno come bersaglio il recettore 

per gli estrogeni, ERα. 

7.2 Espressione di Sox2 nelle cellule tumorali di mammella e la sua attivazione nelle 

CSC 

A causa del ruolo rilevante di Sox2 nel mantenimento della pluripotenza, O’Leis et a. 

2012 hanno dimostrato che l'espressione di Sox2 sarebbe legata alla presenza di CSC. 

Per validare la loro ipotesi, hanno mantenuto le cellule in coltura sottoforma di 

mammosfere considerandole un saggio in vitro della capacità che avrebbero le cellule 

staminali  di iniziare la tumorigenesi ed hanno misurato i livelli di espressione di Sox2. 

In queste condizioni le CSC sono in grado di mantenere proprietà simil-staminali quali 

l'iniziazione del tumore, il self-renewal e il potenziale di differenziazione limitata 

(Dontu et al, 2003;. Ponti et al, 2005). Il risultato ottenuto dimostra che quando le 

cellule sono coltivate in condizioni tali che le proprietà staminali vengono rilevate, Sox2 

è espresso. L’esistenza di una discreta popolazione di iniziazione del tumore in linee 

cellulari di carcinoma è stato già descritto (Patrawala et al, 2005;. Engelmann et al, 

2008;. Fillmore e Kuperwasser, 2008). 
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I microRNA, chiamati anche miRNA o miR, sono brevi molecole di acido ribonucleico 

di 19-24 nucleotidi che svolgono un importante ruolo regolativo nell’espressione di 

proteine cellulari tramite silenziamento genico post-trascrizionale. I geni dei miRNA 

sono per lo più localizzati in introni di geni codificanti per proteine o sono trascritti in 

RNA policistronici. Nonostante la loro identificazione e descrizione sia relativamente 

recente, ai microRNA sono state attribuite funzioni che coinvolgono pressochè tutti i 

processi cellulari fisiologici e patologici.  

La nostra attività di ricerca ha riguardato lo studio di una famiglia di microRNA, il miR-

302. Degli oltre 700 miRNA identificati, il miR-302 sembra essere quello 

maggiormente espresso in cellule embrionali staminali ( -ES- ) ed è uno dei microRNA 

con la più alta specificità di espressione. Abbiamo svolto uno studio molecolare del 

miR-302 sui profili di espressione da cellule staminali embrionali umane (hESC) e da 

hESC in differenziamento. Lo scopo di questo primo esperimento era quello di valutare 

la variazione dell’espressione del miR-302 e di altri miRNA, nei diversi tipi cellulari e 

verificare se esisteva una correlazione tra i diversi profili di espressione e lo stato 

cellulare.  

Abbiamo quindi clonato una regione conservata a monte del cluster genico del miR-302 

in un plasmide reporter GFP. Nelle ESC abbiamo verificato se tale sequenza conservata, 

fosse effettivamente il promotore del cluster.  Abbiamo quindi osservato le 

modificazioni della sua attività, durante il differenziamento cellulare. Successivamente 

abbiamo clonato in un vettore di espressione costitutiva il cluster. I costrutti pEGFPc1-

miR302 positivi ottenuti sono stati trasfettati in H1299 cells e HEK293 cells.  

Le cellule staminali embrionali umane (hESCs) sono derivate degli epiblasti che fanno 

parte della Massa Cellulare Interna (ICM) di una blastocisti o di embrioni nella prima 

fase di morula. Un’ibridazione in situ su embrioni di topo ha rivelato che il miR-302 è 

abbondantemente espresso nella regione embrionale/epiblasto dell’embrione durante la 
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gastrulazione ed è escluso dalla struttura extraembrionale. Si pensa che una piccola 

porzione di cellule tumorali in alcuni tumori possono avere proprietà di cellule 

staminali. L’ipotesi delle CSC ( Cancer Stem Cells ) fornisce una spiegazione per la 

refrattarietà alla terapia e la capacità latente di alcuni tumori. Nel nostro laboratorio 

sono stati scoperti una serie di miRNA che hanno un ruolo critico nel cancro e perciò la 

nostra attività di ricerca si è svolta successivamente indagando i loro livelli di 

espressione in tessuti normali e nelle controparti tumorali.  Abbiamo esaminato quindi 

l’espressione del mir-302 in campioni di carcinoma duttale in situ e campioni di 

carcinoma infiltrante di mammella. Da indagini di ibridazione in situ, è emerso che il 

Mir-302 è presente nel carcinoma duttale infiltrante, ma non in cellule di tessuto 

normale. Inoltre tumori primari con metastasi linfonodale hanno un eccesso di cellule 

tumorali che esprimono il mir-302. Partendo da questa osservazione, abbiamo cercato di 

comprendere i  meccanismi che portano alla espressione del cluster. Abbiamo osservato 

che linee di cellule tumorali di cancro al seno trattate in condizioni di ipossia esprimono 

il miR-302b, mentre la controparte in normossia non la esprime. 

Essendo quindi il miR-302 legato a metastasi e soprattutto alla minore sopravvivenza 

dell’individuo, in base allo screening svolto sui tessuti di pazienti, abbiamo eseguito 

uno studio funzionale del miR-302b, andando a studiare il targeting sul recettore degli 

estrogeni ER-alpha in linee di cellule epiteliali che lo esprimono. La validazione del 

target ci ha portato a fare diverse ipotesi sul ruolo che potesse avere l’espressione del 

miR-302 sulla transizione epitelio mesenchimale EMT e la controparte, MET. 

Da questo studio è seguita la scelta di generare un topo Knock in, in cui l’espressione 

del miR-302 è marcata da un gene reporter, ZsGreen, che porterà ad una serie di studi in 

vivo per i prossimi anni. 
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1. Analisi dei miRNA espressi in cellule ESC e differenziate   

 

1.1 Lo sbilanciamento tra miR-302 e miR-203 definisce le cellule pluripotenti.                    
 

Abbiamo studiato diversi miRNA nelle ESC umane durante il differenziamento. 

Utilizzando microarrays per miRNA su ESC pluripotenti, nei corpi embrioidi (EB) al 

settimo e quattordicesimo giorno del differenziamento , nei trofoblasti  e nei monostrati 

spontaneamente differenzianti, abbiamo identificato 35 miRNA. I tipi cellulari 

analizzati sono stati completamente separati, dimostrando che il profilo di espressione 

dei miRNA era specifico per ogni linea cellulare derivata dalle ESC. I risultati dei 

microarrays sono stati validati ed inoltre sono state studiate le iPSCs e l'endoderma 

definitivo tramite una RT-PCR specifica per i miRNA.  

Dei miRNA studiati il miR-203 è risultato non esser presente nelle ESC e nelle iPSC, è 

invece espresso in tutte le linee cellulari derivanti dalle ESC in differenziamento, inclusi 

gli EB. Il miR-203 è considerato un repressore della staminalità ( Yi R, Poy MN et al. 

2008).  I membri della famiglia del miR-302  sono risultati essere altamente espressi 

nelle ESC  nelle iPSC, e deregolati nei monostrati, nei trofoblasti e nei corpi embrioidi 

al quattordicesimo giorno.  

Abbiamo osservato che elevati livelli di miR-302 non sono sufficienti per la 

pluripotenza, dato che in molti tipi cellulari derivati dalle ESC il miR-302 è risultato 

essere espresso (on). Potremmo pertanto asserire che lo status di pluripotenza di 

ESC/iPSC  è definito dal rapporto tra il miR-302s (on) e il  miR-203 (off). Questo 

implica che entrambi i  miRNA devono essere appropriatamente regolati: le cellule 

pluripotenti ESC e iPSC hanno mostrato avere un rapporto miR-302/203 quasi 20 volte 

maggiore che in tutti i tipi cellulari valutati in differenziamento  

Gli altri miRNA hanno mostrato avere patterns specifici. Si sospettva che l’azione del 

miR-302 fosse quella di dare inizio alla degradazione dei suoi mRNA bersaglio nelle 

ESC. E’ stato usato T-REX ( Volinia S et al. )  per valutare la diretta degradazione degli 

mRNA da parte dei miRNA in 33 campioni di ESC umane. I membri della famiglia del 

miR-302 sono  risultati  i microRNA più attivi. I bersagli del miR-302 sono stati 

confermati essere repressi in ESC di topo e nelle iPSC ( GEO dataset GSE14012 ). I 

miR-302 and miR-372 non sono stati trovati attivi nelle cellule staminali che presentano 

già un grado di differenziazione, come per esempio, le cellule staminali neuronali           

( GSE14299). Il miR-302c nelle cellule pluripotenti reprime proteine nucleari coinvolte 

nella differenziazione, nella regolazione negativa della trascrizione, nello sviluppo 



 

 

multi-cellulare, nella formazione dei vasi sanguigni, 

nel ciclo cellulare,  nella emopoiesi, 

 

 

 

Sono stati eseguiti dei profili di espressione anche su diversi tipi di tessuti umani sani, 

come mostrato in figura 15 per indagare il livello di espressione dei mi

famiglia del miR-302 anche nelle cellule adulte, utilizzando come controllo le cellule 

staminali embrionali, in cui è stato, da precedente analisi, r

tali miRNA. 
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formazione dei vasi sanguigni, nello sviluppo del sistema nervoso, 

emopoiesi, nello sviluppo muscolare .  

Figura 1.  

Espressione dei miRNA nelle 

cellule staminali embrionali 

umane. 

A) L’albero è

con Cluster e metrica di 

correlazione,  I valori sono 

centrati sulla mediana 

L'ibridizazione al biochip di 

MicroRNA e l’analisi sono state 

eseguite come riportato Liu 

CG, Calin GA, Volinia S, Croce 

CM. MicroRNA expression 

profiling using m

Nature protocols. 

2008;3(4):563

B) Real Time PCR per la 

detenzione di microRNA maturo 

in cellule staminali pluripotenti 

tramite l’uso di stem loop assay 

(ABI). Le singole barre 

indicano l’espressione relativa  

(normalizzata su RNU44) per 

ognuno dei microRNAs valutati.  

I valori riportati sono la media 

di 3 esperimenti indipendenti. 

Leggenda: ESc: cellule 

staminali embrionali; iPS, 

cellule staminali pluripotenti 

indotte; EB7/EB14, corpi 

embrioidi (7 and 14 days, 

rispettivamente); Mono, 

monostrato differenziatosi 

spontaneamente; Tropho, 

trophoblasti; Endo, endoderma 

definitivo. 

Sono stati eseguiti dei profili di espressione anche su diversi tipi di tessuti umani sani, 

come mostrato in figura 15 per indagare il livello di espressione dei mi

302 anche nelle cellule adulte, utilizzando come controllo le cellule 

staminali embrionali, in cui è stato, da precedente analisi, riscontrata l’espressione di 
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sviluppo del sistema nervoso, 

 

Espressione dei miRNA nelle 

cellule staminali embrionali 

L’albero è stato costruito 

con Cluster e metrica di 

correlazione,  I valori sono 

centrati sulla mediana 

L'ibridizazione al biochip di 

MicroRNA e l’analisi sono state 

eseguite come riportato Liu 

CG, Calin GA, Volinia S, Croce 

CM. MicroRNA expression 

profiling using microarrays. 

Nature protocols. 

2008;3(4):563-578. 

B) Real Time PCR per la 

detenzione di microRNA maturo 

in cellule staminali pluripotenti 

tramite l’uso di stem loop assay 

(ABI). Le singole barre 

indicano l’espressione relativa  

(normalizzata su RNU44) per 

gnuno dei microRNAs valutati.  

I valori riportati sono la media 

di 3 esperimenti indipendenti.  

Leggenda: ESc: cellule 

staminali embrionali; iPS, 

cellule staminali pluripotenti 

indotte; EB7/EB14, corpi 

embrioidi (7 and 14 days, 

rispettivamente); Mono, 

strato differenziatosi 

spontaneamente; Tropho, 

trophoblasti; Endo, endoderma 

definitivo.  

Sono stati eseguiti dei profili di espressione anche su diversi tipi di tessuti umani sani, 

come mostrato in figura 15 per indagare il livello di espressione dei miRNA della 

302 anche nelle cellule adulte, utilizzando come controllo le cellule 

scontrata l’espressione di 



 

 

 

si osserva una grande differenza tra le
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Figura 2.  

Profilo di espressione di diversi miRNA nelle ESC e in diversi 

tessuti umani. 

      I membri della famiglia del miR-302 risultano essere 

significativamente espressi solo nelle ESC pluripotenti. Infatti lo 

spot visibile in singoli campioni di alcuni tessuti non è 

statisticamente valido, ma è considerato un errore. 

 

1.2. Studio della sequenza promotrice del miR

 

La sequenza del promotore murino del miR

stata amplificata e isolata con l’utilizzo dei seguenti primers

disegnati utilizzando il programma PRIMER 3 (

genome.wi.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi

 

        foward  5’AAAGATTTCTCAAATTGCTTCCAA

        reverse  5’CGCCGACTTTAGACCA

 

E’ stato effettuato il clonaggio molecolare inserendo la 

regione promotrice nel MCS del vettore 

(Clontech), un vettore adatto per la trasfezione in cellule 

staminali, privo della sequenza promotrice e contenente il 

gene reporter ZsGreen1 a valle del sito di clonaggio 

multiplo. Verificato il clonaggio, è stata eseguita la 

trasfezione con lipofectamina in cellule staminali embrionali 

murine. I cloni sono stati successivamente 

mediante trattamento con l’antibiotico G418, per cu

vettore conferisce resistenza. Ogni colonia selezionata è 

stata poi piccata e messa a crescere, una parte su gelatina, 

che conduce al differenziamento cellulare  e l’altra su 

matrice chiamata feeders costuitita da fibroblasti di topo, 

che contribuiscono al mantenimento della staminalità. 

immagini al tempo D1 le cellule in crescita sono numerose 

su entrambi i terreni, ma sembrano essere un numero 

maggiore su gelatina.  Invece nelle immagini 

si osserva una grande differenza tra le cellule dei due terreni. Mentre su 

82 

nelle ESC e in diversi 

302 risultano essere           

significativamente espressi solo nelle ESC pluripotenti. Infatti lo 

spot visibile in singoli campioni di alcuni tessuti non è 

, ma è considerato un errore.  

2. Studio della sequenza promotrice del miR-302 di topo 

La sequenza del promotore murino del miR-302 di 517 bp, è 

stata amplificata e isolata con l’utilizzo dei seguenti primers 

disegnati utilizzando il programma PRIMER 3 (http://www-

bin/primer/primer3_www.cgi): 

AAAGATTTCTCAAATTGCTTCCAA 3’ 

CGCCGACTTTAGACCACTTG 3’ 

E’ stato effettuato il clonaggio molecolare inserendo la 

regione promotrice nel MCS del vettore pZsGreen1-1 

(Clontech), un vettore adatto per la trasfezione in cellule 

staminali, privo della sequenza promotrice e contenente il 

a valle del sito di clonaggio 

multiplo. Verificato il clonaggio, è stata eseguita la 

trasfezione con lipofectamina in cellule staminali embrionali 

successivamente selezionati 

mediante trattamento con l’antibiotico G418, per cui il 

vettore conferisce resistenza. Ogni colonia selezionata è 

una parte su gelatina, 

che conduce al differenziamento cellulare  e l’altra su una 

fibroblasti di topo, 

iscono al mantenimento della staminalità. Dalle 

D1 le cellule in crescita sono numerose 

su entrambi i terreni, ma sembrano essere un numero 

maggiore su gelatina.  Invece nelle immagini al tempo  D10 

cellule dei due terreni. Mentre su feeders le 
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cellule continuano a crescere senza troppe variazioni, su gelatina si osserva una forte 

riduzione  della fluorescenza verde rispetto alle cellule in D1. Le poche cellule rimaste 

sono concentrate in alcuni punti, mentre su gelatina si osserva una crescita diffusa di 

cellule non fluorescenti e differenziate.  

Figura 3.  

Crescita di cloni di cellule staminali embrionali murine esprimenti pZsGreen1-1 su gelatina e su 

feeders  
Le immagini  mostrano frammenti dello stesso clone selezionato, un giorno dopo che questo è stato 

piccato sul terreno di gelatina e sul feeders. La luce fluorescente mostra solo le cellule contenenti il 

vettore ricombinante, mentre con luce bianca si possono vedere anche le cellule che non esprimono il 

vettore e quindi non possono essere fluorescenti. La merged è una sovrapposizione tra l’immagine a 

fluorescenza  e quella a luce bianca. Le immagini  mostrano frammenti dello stesso clone selezionato 10 

giorni dopo che questo è stato piccato sul terreno di gelatina e sul feeders. 
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2.  Espressione del miR302 nei tessuti tumorali  

 

Una elevata espressione del miR-302 è stata osservata in due tumori rari collegati a 

cellule germinali ( Clevers H. ), quali il seminoma (un cancro testicolare che si ritiene 

sia generato dall’epitelio germinale dei tubuli seminiferi) e teratocarcinoma (che 

origina dalle cellule embrionali multipotenti) . In base a questa evidenza, abbiamo 

deciso di studiare l'espressione del miR-302 nei tessuti tumorali. Abbiamo esaminato 

771 campioni di cancro e 3005 campioni sani umani della nostra banca dati di 

espressione dei miRNA nei tumori solidi. I tessuti tumorali hanno mostrato un eccesso 

di campioni positivi per il miR-302 ( χ quadro, Yates 2x2 p-value <0.001 ), anche se 

nessuno di essi presentava livelli di espressione paragonabili a quelli presenti nelle ESC, 

iPSCs, seminoma, o teratocarcinoma. Questa osservazione si presentava potenzialmente 

interessante e le sono state attribuite due alternative spiegazioni: o solo una piccola 

percentuale di cellule tumorali si presenta con elevati livelli di miR-302 o è presente una 

diffusa, ma basale, attivazione del miR-302 in tutte le cellule maligne. 

Per testare le due ipotesi, abbiamo eseguito ibridazioni in situ (ISH) su 41 campioni di  

tumori al seno. Questi campioni sono stati ottenuti da donne con un follow-up minimo 

di cinque anni dopo la diagnosi iniziale. La metà delle donne non presentava evidenza 

di metastasi al momento della diagnosi, mentre la restante parte aveva riscontrato 

metastasi linfonodali; tutte le donne avevano subito la resezione del nodo linfatico. ISH 

è stata effettuata su campioni di cui non si conoscevano le informazioni cliniche. 

Abbiamo standardizzato lo screen su  embrioni umani e murini, e su un controllo 

negativo: un tessuto di seno adulto umano. L'embrione umano a sei settimane mostrava 

sporadici cellule positive al miR-302a/b/c localizzate su due regioni distinte: la matrice 

germinale ed il mesenchima primitivo. Gli embrioni di topo hanno mostrato una 

distribuzione equivalente a quella nell’uomo.  Esperimenti di co-localizzazione con 

CD44 hanno dimostrato che le cellule di embrioni esprimenti il miR-302 sono risultati 

positivi anche per il marcatore CD44 sulle cellule staminali mesenchimali. D’altra parte 

invece, nel seno normale, non è stato rilevato alcun segnale positivo al miR 302. ISH sui 

tumori al seno hanno mostrato che circa il 50% dei casi contenevano cellule positive al 

miR-302a/b/c. Esperimenti di co-localizzazione hanno dimostrato che molte cellule 

tumorali erano sezioni positive al CD44, di cui solo una parte erano positive anche per il 

miR-302 (circa 10:1). Inversamente, tutte le cellule che esprimevano il miR-302 sono 

risultate positive per il CD44. Inoltre, le cellule miR-302 positive avevano le 
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caratteristiche citologiche di cellule tumorali ed esprimevano la citocheratina AE 1/3, 

confermando che erano cellule epiteliali maligne . 

Successivamente abbiamo cercato di correlare i dati clinici e quelli di espressione. I 

risultati ISH hanno dimostrato che un maggior numero di cellule positive al miR-302 

erano presenti in BC ( breast cancer ) primario con metastasi a distanza (p = 0,002). 

D'altro canto, i già bassi livelli del miR-203 nel tumore primario si trovano 

ulteriormente diminuiti nelle metastasi a distanza ( test t, p-value <0.001). Tuttavia, dato 

che il rapporto coordinato tra il  miR-302/miR-203 è un discriminante delle cellule 

staminali pluripotenti da tutti gli altri tipi di cellule, abbiamo deciso di misurare il log2 

del rapporto miR-302/miR-203 in campioni di BC durante la progressione metastatica.  

Lo squilibrio tra miR-302/miR-203 (come definito dal rapporto log2 di cui sopra) era 

effettivamente presente nei linfonodi metastatici e nelle metastasi distanti. Questi due 

tipi di metastasi presentavano uno squilibrio nel rapporto tra i due miRNA maggiore 

rispetto alla loro controparte di tumori primari (valori p <0,001). Abbiamo inoltre 

valutato l'associazione tra la sopravvivenza complessiva (OS) e il mi302 in 96 pazienti 

IDC ( Invasive Ductal Carcinoma ). Per questo gruppo, il follow-up medio dei pazienti 

vivi in riferimento all’ ultima visita era di 75 mesi. I pazienti con tumori primari positivi 

per il miR 302 avevano significativamente una sopravvivenza complessiva più breve (P 

= 0.03). La stima del tasso di sopravvivenza a 5 anni era del 76% per i pazienti con 

l’espressione del miR302 negativo e il 57% per quelli con una espressione positiva.  

In una prima analisi svolta in relazione alla presenza di fattori, quali il recettore 

dell’estrogeno, il recettore del progesterone o HER2/neu ha rivelato che il miR302 è 

indipendente, quindi il legame alla sopravvivenza complessiva rimane univoquo. 

 

3.  Espressione del miR-302 in vitro: indagini preliminari 

 

ISH sui tumori al seno hanno mostrato che circa il 50% dei casi contenevano cellule 

positive al miR-302a/b/c. Inoltre, le cellule miR-302 positive avevano le caratteristiche 

citologiche di cellule tumorali ed esprimevano la citocheratina AE 1/3, confermando 

che erano cellule epiteliali maligne . 

Da questa osservazione, abbiamo cercato di descrivere e confermare i dati clinici 

attraverso lo studio biomolecolare. Abbiamo pertanto eseguito una RT-PCR per 

misurare l’espressione del miR-302 nelle diverse linee di cellule tumorali di mammella ( 

MDA-MB-436; MDA-MB-231; MDA-MB-453; MCF7 ) ed una linea epiteliale non 



 

 

tumorale di controllo ( MCF10 )

in queste linee cellulari 

stesso tipo di indagine è stat

attraverso analisi di citometria a 

cellulari tumorali, dalla restante parte

co-localizzazione, in cui si è visto che

risultate positive per il CD44.

 

Figura 4. 

Analisi di citometria a flusso per la identificazione della sub

MDA-MB-231, linee di cellule tumorali 

Le cellule in R1 corrispondono al fenotipo CD44+CD24

 

miRNA, di cui miR-361-5p e il miR

elencati mostrano nei tessuti tumorali di mammella, 

stabilità. ( Volinia et al ). I dati sono stati 

 

Anche in questo caso, i risultati ottenuti

sono risultati negativi così come mostra

 

Risultati 

( MCF10 ). Da una prima indagine svolta, abbiamo constatato che 

 non sono presenti livelli di espressione del

è stato poi successivamente eseguito  andando a separare, 

itometria a flusso ( FACS ), il fenotipo CD44+CD24

cellulari tumorali, dalla restante parte, sostenuta dai risultati raccolti da e

, in cui si è visto che tutte le cellule che esprimevano 

te positive per il CD44.  

Analisi di citometria a flusso per la identificazione della sub-popolazione CD44+CD24

linee di cellule tumorali di mammella.  

Le cellule in R1 corrispondono al fenotipo CD44+CD24-. 

Figura 5. 

Espressione del miR302 a/b in linee 

di cellule tumorali  e non di 

mammella. 

La RT-PCR è stata eseguita su 

campioni di RNA estratt

separate tramite citometria a flusso 

(FACS) in base al fenotipo 

CD44+CD24- e alla

Oltre all’espressione del miR

stata misurata l’espressione d

5p e il miR-132-3p in figura, al fine di avere dei controlli positivi. I miRNA 

nei tessuti tumorali di mammella,  bassi livelli di espressione e presentano una certa 

I dati sono stati normalizzati con il miR-128a . 

Anche in questo caso, i risultati ottenuti riguardanti i livelli di espressione del miR

così come mostrato nel grafico in figura. 
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, abbiamo constatato che 

non sono presenti livelli di espressione del miR-302a/b. Lo 

andando a separare, 

, il fenotipo CD44+CD24- delle linee 

ai risultati raccolti da esperimenti di 

no il miR-302 sono 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

popolazione CD44+CD24- in T47D e 

Espressione del miR302 a/b in linee 

di cellule tumorali  e non di 

PCR è stata eseguita su 

RNA estratti da cellule 

separate tramite citometria a flusso      

in base al fenotipo 

alla restante parte. 

’espressione del miR-302a/b è 

l’espressione di altri 

al fine di avere dei controlli positivi. I miRNA 

espressione e presentano una certa 

espressione del miR-302 
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4. Espressione del miR302b in condizioni di ipossia 

 

Il lavoro di Mathieau J et al. ( 2011 ) mostra una convergenza nella signature dei 

miRNA tra linee cellulari tumorali ipossiche e linee di hESC indifferenziate. L'ipossia, 

attraverso HIF, hypoxia-inducibile factor,  può indurre un programma trascrizionale 

simile alle cellule staminali embrionali umane, hESC. E’ stata osservata la ri-

espressione degli induttori delle cellule staminali pluripotenti (iPSC), Oct4, Nanog, 

Sox2, Klf4, cMYC ed il microRNA-302 in 11 linee cellulari tumorali ( prostata, cervello, 

rene, collo utero, polmone, i tumori del colon, del fegato e della mammella). 

L'ipossia induce la up-regulation del miR-302b e il miR-106a in cellule ME180             

(  invasive squamous cell carcinom ). Questo dato è stato validato sia da ulteriori qRT-

PCR, sia da saggio di luciferasi. Mathieau J et al. hanno testato nelle cellule HeLa se il 

promotore del miR-302 fosse sensibile alle HIF utilizzando ndHIF1α e ndHIF2α ( Yan 

Q et al. 2007 ) e un costrutto reporter del promotore miR-302 legato alla luciferasi. 

L’attività della  luciferasi è stata sovraregolata in presenza di ndHIF1α e ndHIF2α, 

dimostrando che il promotore del miR-302 è sensibile alla espressione di ndHIF. 

Bassi livelli di ossigeno stabilizzano la subunità α di HIF,  quindi inducono l'attività 

trascrizionale degli eterodimeri costituiti da una subunità α e una subunità β (HIFβ / 

ARNT) a legarsi alle regioni HRE, hypoxia response element,. In base a quanto 

descritto, abbiamo potuto identificare la sequenza di consenso delle regioni HRE, 

((A)/(G)CGTG), nel promotore del miR-302 ( Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. 

Individuazione delle regioni HRE nella regione del promotore del miR-302s 

 

 



 

 

A questo punto, dopo incubazione

analizzato l’espressione del miR

base alla classificazione molecolare

epiteliale,  e la linea Claudin low triple negative

MB-231. 

 

 

 

 

 

Abbiamo quindi validato i dati ottenuti  

risposta allo stesso trattamento che ha portato 

infatti in letteratura che l’e

ipossia  ( Chan SY et al. 2010 ; Yan Q et al. 2007

aumentare l'attività di MYC 

regolare il metabolismo sopprimendo la ISCU

 

Figura 8. 

Espressione del miR-210 nel cancro al seno

 

Espressione del miR-210 nelle MDA

e T47D, dopo 72 ore di trattamento in ipossia 

al 2% di O2. L’analisi del T test P<0.01 è 

stata eseguita sulle medie di  5 

diversi esperimenti. 

 

 

 

5. Espressione del miR302b 

 

Nel 2003 Dontu e colleghi

prima volta, di coltivare

Risultati 

incubazione in ipossia per 48/72h al 2% di ossigeno, abbiamo 

analizzato l’espressione del miR-302a/b in tre linee cellulari di cancro al seno, di cui

base alla classificazione molecolare, due linee Luminal A, MCF7 e T47D,

Claudin low triple negative, dal fenotipo mesenchimale, 

Figura 7. 

Espressione del miR-302 nel cancro al seno

Espressione del miR-302b nelle MDA

T47D, dopo 72 ore di trattamento in ipossia al 

2% di O2. L’analisi del T test P<0.04 è stata

eseguita sulle medie di 5campioni in 

esperimenti. 

Abbiamo quindi validato i dati ottenuti  con la misura dell’induzione 

risposta allo stesso trattamento che ha portato alla espressione del miR

l’espressione del miR-210 è indotta in risposta a

SY et al. 2010 ; Yan Q et al. 2007 ). Il miR-210 ha dimostrato di 

di MYC inibendo MNT, che è il naturale antagonista di MYC 

regolare il metabolismo sopprimendo la ISCU Protein ( Zhang Z. et al. 2009 ).

nel cancro al seno 

nelle MDA-MB-231 

trattamento in ipossia 

L’analisi del T test P<0.01 è 

5 campioni in 3 

. Espressione del miR302b nelle mammosfere 

Dontu e colleghi hanno sviluppato una nuova tecnica che ha 

prima volta, di coltivare cellule staminali mammarie in un sistema di coltura 
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al 2% di ossigeno, abbiamo 

nee cellulari di cancro al seno, di cui, in 

, MCF7 e T47D, dal fenotipo 

, dal fenotipo mesenchimale, MDA-

302 nel cancro al seno 

nelle MDA-MB-231 e 

trattamento in ipossia al 

T test P<0.04 è stata 

campioni in 3 diversi 

’induzione del miR-210 in 

del miR-302 b. E’ noto 

in risposta alle condizioni di  

210 ha dimostrato di 

che è il naturale antagonista di MYC e di 

Zhang Z. et al. 2009 ).  

tecnica che ha permesso, per la 

cellule staminali mammarie in un sistema di coltura 



 

 

tridimensionale per ottenere aggregati sferici chiamati

dimostrato che le mammosfere derivano da una

e comprendono precursori indifferenziati capaci di differenziarsi nelle tre

che costituiscono l’epitelio mammario

al., 2003 ). La coltura 

incrementare il numero di

tumorali (CSC). 

 

Figura 9. 

Mammosfere in coltura. 

La linea tumorale cellulare MDA

ipossia. A destra sono rappresent

 

O’Leis et al. hanno dimostrato che quando le cellule, MCF7

condizioni tali che le proprietà staminali vengono 

questo assunto, e già dalla osservazione 

 

Figura 10. 

Espressione relativa di Oct4 e Sox2 nelle mammosfere

Dopo una settimana di coltura è stata eseguita  una 

Nel grafico è rappresentata l’espressione relativa rispetto al controllo, cellule parentali.

                                                                                                            

 

Mammosfere in ipossia 

Risultati 

tridimensionale per ottenere aggregati sferici chiamati “mammosfere”.

dimostrato che le mammosfere derivano da una singola cellula capace di autorigener

precursori indifferenziati capaci di differenziarsi nelle tre

che costituiscono l’epitelio mammario ( luminale, mioepiteliale e alveolare

ltura delle mammosphere è stata ampiamente utilizzata

incrementare il numero di cellule staminali epiteliali mammarie e cellule staminali 

La linea tumorale cellulare MDA-MB-231 è stata coltivata in un mezzo in sospensione ed 

ipossia. A destra sono rappresentate le cellule parentali aderenti. 

hanno dimostrato che quando le cellule, MCF7 e T47D, sono coltivate in 

condizioni tali che le proprietà staminali vengono indotte, Sox2 è espresso. 

questo assunto, e già dalla osservazione dell’espressione del miR

tumorali di mammella, abbiamo 

coltivato le tre linee cellulari

menzionate, MCF7, T47D e 

MDA-MB-231 in sospensione 

al fine di ottenere una

mammosfere. Abbiamo eseguito 

la stessa procedura sia nelle 

condizioni di normossia, sia 

nelle condizioni di ipossia. 

Espressione relativa di Oct4 e Sox2 nelle mammosfere 

coltura è stata eseguita  una RT-PCR su campioni di RNA estratto da mammosfere

Nel grafico è rappresentata l’espressione relativa rispetto al controllo, cellule parentali.
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“mammosfere”. E’ stato 

singola cellula capace di autorigenerarsi 

precursori indifferenziati capaci di differenziarsi nelle tre linee cellulari 

luminale, mioepiteliale e alveolare) ( Dontu et 

delle mammosphere è stata ampiamente utilizzata per 

staminali epiteliali mammarie e cellule staminali 

in un mezzo in sospensione ed in condizioni di 

, sono coltivate in 

, Sox2 è espresso. In base a 

dell’espressione del miR-302 nei tessuti 

tumorali di mammella, abbiamo 

coltivato le tre linee cellulari già 

menzionate, MCF7, T47D e 

231 in sospensione 

al fine di ottenere una coltura di 

mammosfere. Abbiamo eseguito 

la stessa procedura sia nelle 

condizioni di normossia, sia 

nelle condizioni di ipossia.  

campioni di RNA estratto da mammosfere 

Nel grafico è rappresentata l’espressione relativa rispetto al controllo, cellule parentali. 

-231 parentali 



 

 

                                                                                                                                  

 

 

 

 

 

Figura 12. 

Espressione relativa del miR-302b.

Espressione del miR-302 in campioni 

di RNA estratto da colture di 

mammosfere trattate in condizioni di 

normossia e ipossia, nella linea 

cellulare tumorale epiteliale T47D.

 

 

Dopo una settimana abbiamo estratto 

Abbiamo misurato i livelli di espressione dei geni della pluripotenza, Sox2, Nanog e 

Oct4 e del miR-302 b. I dati ottenuti mostrano induzione del miR

induzione di Sox2, sia in ipossia, sia in normos

Nanog sono incrementati solo ne

mentre sembra che ci sia induzione di Nanog sia in normossia che in ipossia nella linea 

MDA-MB-231. ( Dati non mostrati ). 

espressione di Sox2 nel mammosfere ottenute 

seno e da MCF7 e cellule T47D. 

umani, non hanno però osservato l’espressione dei geni della pluripotenza

Nanog, in associazione alle sfere. Alcuni studi invece sostengono il contrario in cui 

viene infatti documentata l’ espressione di Oct4 e Nanog in 

mammario. ( Suo et al, 2005;. Zh

2010). Ad ogni modo pare che l’espressione di Sox2 sia già sufficiente e necessaria per 

indurre nelle cellule funzioni 
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Figura 11. 

Coltura di mammosfere. 

La linea cellulare tumorale di mammella T47D è stata coltivata 

in piastre tali da mantenere le cellule in sospensione. 

settimana è stato estratto RNA e  sono stati misurati

espressione dei geni della pluripotenza e staminalità nei 

campioni. 

302b. 

302 in campioni 

di RNA estratto da colture di 

mammosfere trattate in condizioni di 

normossia e ipossia, nella linea 

cellulare tumorale epiteliale T47D. 

Dopo una settimana abbiamo estratto dai campioni RNA e raccolto 

bbiamo misurato i livelli di espressione dei geni della pluripotenza, Sox2, Nanog e 

302 b. I dati ottenuti mostrano induzione del miR-302b con una chiara 

induzione di Sox2, sia in ipossia, sia in normossia, mentre l’espressione di Oct

anog sono incrementati solo nelle condizioni ipossiche nella linea tumorale T47D, 

mentre sembra che ci sia induzione di Nanog sia in normossia che in ipossia nella linea 

( Dati non mostrati ). O’ Leis et al. hanno fatto osservare

mammosfere ottenute da colture cellulari tumorali umane del 

da MCF7 e cellule T47D. Coerentemente con i risultati ottenuti dai tumori 

umani, non hanno però osservato l’espressione dei geni della pluripotenza

n associazione alle sfere. Alcuni studi invece sostengono il contrario in cui 

viene infatti documentata l’ espressione di Oct4 e Nanog in linee cellulari

Suo et al, 2005;. Zhang et al, 2006;.. Cantz et al, 2007;. Ambady et al, 

). Ad ogni modo pare che l’espressione di Sox2 sia già sufficiente e necessaria per 

indurre nelle cellule funzioni simil-staminali. ( O’ Leis et al. 2012 ) 
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in sospensione. Dopo una 

sono stati misurati i livelli di 

ella pluripotenza e staminalità nei 

raccolto i lisati proteici. 

bbiamo misurato i livelli di espressione dei geni della pluripotenza, Sox2, Nanog e 
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6. Il miR-302 inibisce l’espressione del recettore degli estrogeni ER alpha  

 

Predire l'impatto dei microRNA (miRNA) sui geni bersaglio è  impegnativo a causa  

degli effetti diversi sulla regolazione a livello trascrizionale e traduzionale. ( Leivonen 

SK et al. 2009). Leivonen et al. attraverso l’uso di microarray di lisati proteici ( LMA ) 

hanno identificato 21 miRNA, convalidati mediante western blot e qRT-PCR, che 

down-regolano il recettore degli estrogeni ER alpha, portando ad una inibizione della 

crescita cellulare estrogeno-stimolata. Tra questi hanno individuato cinque miRNA, che 

legano direttamente la 3’UTR del gene ESR1, il miR-18a, miR-18b, miR-193b, miR-

206, ed il miR-302c.  

Nella determinazione del possibile ruolo fisiologico dei miRNA nella regolazione del 

recettore per gli estrogeni, Leivonen et al. hanno analizzato dati di espressione di 

Microarray in campioni di cancro al seno. L’analisi è stata condotta sia su tumori ERα 

positivo sia ERα negativo, correlando l’espressione del recettore a quella dei livelli di 

espressione dei miRNA. Dall’analisi è emerso che il miR-302c non poteva essere 

rilevato nella maggioranza dei tumori primari, mentre il miR-18a e miR-18b potrebbero 

in vivo essere coinvolti in un meccanismo di regolazione nei carcinomi mammari.     

 

Figura 13. 

Dal sito www.targetscan.org 

Localizzazione della regione seed del miR-302 nella 3’UTR del gene ESR1 che codifica per la proteina 

Er α. ( trascritto NM_001122742  ) 

 

Alla luce di quanto già descritto in letteratura e di quanto già mostrato 

sperimentalmente, abbiamo indagato sul ruolo del miR-302b. Innanzitutto abbiamo 

riconfermato lo studio di targeting. Sulla base delle predizioni di TargetScan ( Grimson 

et al., 2007 ), il miR-302 abcde presenta uno degli score più alti. Un sito conservato di 7 

mer-8m è stato trovato nella posizione 379-385 ( chr6:152420480-152420486 ) 

nella regione della 3’UTR del gene con un context score percentile dell’87%. Inoltre il 

gene presenta anche siti bersaglio 7-mer in una regione poco conservata in posizione 

1832-1838. Abbiamo clonato un frammento di 385bp ( chr6:152420230+152420614 ) 
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che copriva l’intera regione comprendente i siti bersaglio nella 3’UTR della luciferasi in 

un vettore reporter. Il costrutto così preparato è stato trasfettato in cellule HEK293A,  

 

Figura 14. 

Espressione relativa della luciferasi .  

Le cellule HEK293A sono state trasfettate con il 

pre-miR302b, il vettore con il gene reporter della 

luciferasi contenente la regione seed del miR-

302b  e la Renilla come controllo positivo usato 

per la normalizzazione del saggio. Il grafico 

mostra l’espressione relativa anche nei siti 

mutati da delezione. La figura B mostra le 

sequenze normali e mutate. 

 

insieme al pre-miR302b ed al plasmide di controllo della luciferasi, la Renilla. 

L’espressione transiente del miR, inibisce significativamente l’attività del gene reporter 

così come già previsto, rispetto al controllo ( Scramble ). I risultati del saggio di 

luciferasi sono stati successivamente ripetuti su target mutati, in cui il sito bersaglio ha 

subito una delezione,  figura 14 B. Il dato 

è stato quindi validato con esperimenti di 

mutagenesi, in cui l’espressione della 

luciferasi non ha subito significativi 

cambiamenti.  Attraverso una indagine 

preliminare abbiamo studiato i livelli di 

espressione di Erα in linee di cellule 

tumorali di mammella. I valori più alti di 

espressione sono nella linea luminal A, 

precisamente nelle MCF7 e nelle T47D.  

Abbiamo pertanto scelto queste linee cellulari come modello al fine di analizzare i 

livelli proteici di ERα. Abbiamo pertanto trasfettato le cellule con il pre-miR302b, il 

controllo negativo  Scramble del miR e l’ interference del trascritto di ERα, siRNA. 

Figura 16. 

Western blot di lisati proteici.  

La linea cellulare tumorale T47D 

trasfettata con il miR-302b presenta 

livelli di espressione di ERα 

comparabili ai campioni in cui è stato 

silenziato il gene ( siRNA ). La figura 

mostra campioni trattati e non con 

estradiolo. 

 

A 

B 

Figura 15. 

Espressione relativa di ERα in cellule 

tumorali di seno 
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7.  Effetti dell’inibizione di ERα sull’spressione genica di GATA-3  

 

Una moltitudine di prove hanno dimostrato che GATA3 regola positivamente ERα 

legandosi sulla regione del promotore del gene ( Kouros-Mehr H et al. 2008; Voduc D 

et al. 2008; Parikh P. et al. 2005 ). ERα a sua volta ha la capacità di stimolare 

direttamente la trascrizione del gene GATA3 quando viene traslocato nel nucleo, 

implicando che questi due fattori si trovano in un loop di regolazione positivo reciproco.  

Il 17β-estradiolo (E2) diffonde attraverso la membrana ( MacGregor JI, Jordan VC 

1998 ) e nel momento in cui l’ormone si lega al proprio recettore, quest’ultimo 

dimerizza, dal citoplasma trasloca nel nucleo, e si lega a specifiche sequenze di DNA 

dette estrogen response elements (ERE), che sono localizzate a livello dei promotori di 

geni specifici,  dando luogo ad effetti definiti “genomici” ( Nilsson, S. et al. 2001 ). 

In accordo con questi dati, vi è uno studio che mostra una correlazione significativa tra i 

livelli elevati di GATA3 e la reattività alla terapia ormonale nei casi di cancro ER- 

positivo ( Parikh P. et al. 2005 ). Nel complesso, questi dati indicano che GATA3 

emerge come un forte predittore di differenziazione del tumore al seno, di reattività agli 

 

Figura 17. 

Livelli di espressione di GATA3 e ERα 

La RT-PCR eseguita su campioni di cellule trasfettate e raccolti dopo 24ore dopo trattamento con 

estradiolo mostra livelli di espressione di GATA 3 significativamente più bassi laddove è espresso il miR-

302b.  
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estrogeni ed il favorevole esito clinico. Data l’importanza dell’espressione del gene nel 

cancro al seno, abbiamo voluto indagare gli effetti del miR-302b su GATA 3 attraverso 

la down-regolazione di Erα nelle linee cellulari MCF7 e T47D che esprimono sia Erα  

che GATA 3.  Dopo 24 ore dalla stimolazione con 17β-estradiolo ( E2 ), abbiamo 

raccolto estratti di RNA e lisati proteici di cellule transfettate con pre-miR302b e siRNA 

di Erα coltivate in phenol red free medium. I livelli di espressione di GATA 3 risultano 

essere inferiori laddove è presente il miR-302 b a livelli anche inferiori dell’RNA 

interference ( siRNA ), questo potrebbe presupporre un controllo diretto o per una via in 

aggiunta a ERα. Mentre è evidente un incremento dei livelli di espressione di GATA 3 

dipendente dalla stimolazione delle cellule con estradiolo che attiva ERα,  così come già 

ampiamente descritto in letteratura. ( Eeckhoute J et al. 2007 ). Dati che poi sono stati 

ulteriormente validati dai livelli proteici di GATA 3 e Erα. 

 

Figura 18. 

Western blot di lisati proteici.  

Il lisato proteico ( 50 ϒ ) di campioni di 

cellule trattate con estradiolo e non, 

esprimenti il miR-302b e silenziate con il 

siRNA di ERα, è stato analizzato tramite 

western blot. I livelli di Espressione di ERα 

e di GATA 3, risultano sensibilmente più 

bassi in presenza del miRNA a livelli quasi 

comparabili a quelli in cui il trascritto del 

gene ESR1 è stato silenziato. 

 

 

 

8.  Gata 3 inibisce le metastasi del cancro al seno attraverso la transizione inversa 

della transizione epiteliale-mesenchimale 

 

Wei et al. hanno osservato che GATA3 induce le cellule del cancro al seno con 

caratteristica di invasività a subire una inversione del meccanismo di  transizione epitelio-

mesenchimale, portando quindi alla soppressione di metastasi tumorali. GATA 3 si è trovato 

esclusivamente espresso nella fase precoce dei tumori al seno ben differenziato, non è 

invece espresso nelle cellule in avanzato stato di cancro invasivo. Per definire il suo ruolo 

Yan et al. hanno impiegato due diversi fenotipi di cellule del cancro al seno, di cui uno 

GATA3-positivo e quindi non invasivo (MCF-7) e l’altro GATA3-negativo ed invasivo 

(MDA-MB-231). L’espressione ectopica di GATA3 nelle cellule MDA-MB-231 hanno 

trasformato il fenotipo cellulare in quello epiteliale ed hanno ridotto l’ invasività. Queste 

cellule hanno anche aumentato l’espressione di E-caderina,  e diminuito i livelli di 



 

 

espressione di Vimentina, N

MDA-MB-231 che esprimo

rispetto ai grandi tumori metastatici derivati 

induce l’espressione di  E

contrario il silenziamento di GATA3 attraverso l’uso di SiRNA in cellule MCF

innescato la trasformazione fibroblastica e quindi hanno acquisito capacità di invasione 

cellulare, con conseguente metastasi a distanza.

precedentemente della correlazione tra la presenza del miR

andati a misurare i livelli di 

cellule MCF7 per il pre-miR302b. 

 

 

 

 

9.  Aspetti funzionali 

 

9.1 Saggio di proliferazione

Gli estrogeni, attraverso 

stimolare la proliferazione sia delle cellule normali sia delle cellule 

attraverso l’induzione di proteine 

conseguente attivazione di geni che regolano le divisioni cellulari. L’aumento della 

proliferazione cellulare può incrementare le possibilità per quanto riguarda gli errori di 

riparazione nel DNA con il

nella doppia elica di acido nucleico possono contribuire alla progressione da una cellula 

normale ad una cellula iperplastica fino ad arrivare alla cellula neoplastica

di rosso fenolo, l'indicatore di pH nel terreno di coltura che è debolmente estrogenica (

Berthois Y. et al ; Proc Natl Acad 1986

proliferazione delle cellule , e cellule MCF
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Vimentina, N-caderina, e MMP-9. Inoltre, nei topi xenotrapiantati cellule

231 che esprimono GATA3 crescono tumori primari più piccoli senza metastasi 

rispetto ai grandi tumori metastatici derivati dal controllo MDA-MB

l’espressione di  E-caderina attraverso motivi di legame sul suo promotore. 

silenziamento di GATA3 attraverso l’uso di SiRNA in cellule MCF

innescato la trasformazione fibroblastica e quindi hanno acquisito capacità di invasione 

cellulare, con conseguente metastasi a distanza. Alla luce di quanto descritto 

della correlazione tra la presenza del miR-302 e le metastasi distali,

i livelli di espressione di E-caderina in una coltura cellulare transiente di 

miR302b.  

Figura 19. 
Livelli di espressione di E-caderina

Cellule trasfettate con il miR

espressione di E caderina minori rispetto al controllo 

positivo di coltura cellulare mantenuta in phenol red

free medium trattata con estradiolo e raccolta dopo 

24 ore, ma non relativamente al controllo negativo ( 

senza trattamento in medium phenol red free ) ad 

indicare che l’effetto sulla espressione di CDH1 è 

mediata attraverso il silenzia mento di ER

.1 Saggio di proliferazione 

Gli estrogeni, attraverso i loro recettori che mediano il processo, sono in grado di 

stimolare la proliferazione sia delle cellule normali sia delle cellule 

attraverso l’induzione di proteine implicate nella sintesi degli acidi nucleici e la 

conseguente attivazione di geni che regolano le divisioni cellulari. L’aumento della 

proliferazione cellulare può incrementare le possibilità per quanto riguarda gli errori di 

riparazione nel DNA con il risultato di un accumulo di mutazioni. Questi cambiamenti 

nella doppia elica di acido nucleico possono contribuire alla progressione da una cellula 

normale ad una cellula iperplastica fino ad arrivare alla cellula neoplastica

ndicatore di pH nel terreno di coltura che è debolmente estrogenica (

Berthois Y. et al ; Proc Natl Acad 1986 ), rallenta immediatamente il tasso di 

proliferazione delle cellule , e cellule MCF-7 cresciute in terreno rosso fenolo 
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. Inoltre, nei topi xenotrapiantati cellule 

no GATA3 crescono tumori primari più piccoli senza metastasi 

MB-231 cellule. GATA3  

caderina attraverso motivi di legame sul suo promotore. Al 

silenziamento di GATA3 attraverso l’uso di SiRNA in cellule MCF-7 hanno 

innescato la trasformazione fibroblastica e quindi hanno acquisito capacità di invasione 

Alla luce di quanto descritto 

302 e le metastasi distali, siamo 

caderina in una coltura cellulare transiente di 

caderina   
trasfettate con il miR-302b mostrano livelli di 

minori rispetto al controllo 

positivo di coltura cellulare mantenuta in phenol red 

free medium trattata con estradiolo e raccolta dopo 

24 ore, ma non relativamente al controllo negativo ( 

senza trattamento in medium phenol red free ) ad 

indicare che l’effetto sulla espressione di CDH1 è 

mediata attraverso il silenzia mento di ERα. 

processo, sono in grado di 

stimolare la proliferazione sia delle cellule normali sia delle cellule  trasformate 

implicate nella sintesi degli acidi nucleici e la 

conseguente attivazione di geni che regolano le divisioni cellulari. L’aumento della 

proliferazione cellulare può incrementare le possibilità per quanto riguarda gli errori di 

ultato di un accumulo di mutazioni. Questi cambiamenti 

nella doppia elica di acido nucleico possono contribuire alla progressione da una cellula 

normale ad una cellula iperplastica fino ad arrivare alla cellula neoplastica La rimozione 

ndicatore di pH nel terreno di coltura che è debolmente estrogenica ( 

), rallenta immediatamente il tasso di 

7 cresciute in terreno rosso fenolo con siero 



 

 

charcoal dextrantreated  

proliferazione cellulare. Nelle

periodi, l’estradiolo stimola una

antiestrogeni inibiscono la proliferazione stimolata.

 

Figura 20. 

MTT assay nelle MCF7 e T47D

In una 96well sono state seminate 20,000 cellule della linea tumorale MCF7 e la linea  stabile per il miR

302b, T47D. Cresciute in phenol red

valutare gli effetti del miR-302b sulla proliferazione cellulare.

trattamento. 

 

Abbiamo misurato la densità ottica nel saggio MTT ( 

Viability Assay Promega

MCF7 e T47D. Questo tipo di test 

capacità delle cellule di proliferare. Il 

numero di cellule vitali in coltura e si basa

indicatore di cellule metabolicamente attive

misurando allo spettrofotometro le densità 

plate.  L’assorbanza relativa in percentuale, così come rappr

cellule trasfettate con il pre

presente l’RNA interference del recettore degli estrogeni E

 

9.2 Stable cell lines 

9.2.1 Clonaggio del cluster u

Si è deciso di amplificare la seguente sequenza 

bp, contenente il cluster del miR

679 bp come verificato su UCSC Genome Browser on Human Mar. 2006 

(NCBI36/hg18) Assembly (
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 per periodi fino a 1 mese mantengono questo tasso ridotto di 

Nelle cellule coltivate in mezzo phenol red free

l’estradiolo stimola una proliferazione marcata e riproducibile, e 

inibiscono la proliferazione stimolata. 

MTT assay nelle MCF7 e T47D 

te seminate 20,000 cellule della linea tumorale MCF7 e la linea  stabile per il miR

302b, T47D. Cresciute in phenol red free medium, sono state trattate con estradiolo al fine di poter 

302b sulla proliferazione cellulare. I dati sono stati ottenuti 72 ore dopo il 

Abbiamo misurato la densità ottica nel saggio MTT ( CellTiter-Glo® L

Promega ) dopo 72 ore dal trattamento con estradiolo nelle cellule 

Questo tipo di test ci consente di valutare gli effetti del miR

capacità delle cellule di proliferare. Il metodo omogeneo è utile per

numero di cellule vitali in coltura e si basa sulla quantificazione dell’ 

indicatore di cellule metabolicamente attive. Il risultato del test viene valutato 

lo spettrofotometro le densità ottiche emesse dai diversi pozzetti di una 

L’assorbanza relativa in percentuale, così come rappresentata in figura, nelle 

cellule trasfettate con il pre-miR302b, mostrano livelli comparabili a quelli in cui è 

presente l’RNA interference del recettore degli estrogeni ER α.   

9.2.1 Clonaggio del cluster umano in pEGFPc1 

Si è deciso di amplificare la seguente sequenza chr4:113788534-113789841,

bp, contenente il cluster del miR-302, escluso il miR-367 e una regione (conservata) di 

come verificato su UCSC Genome Browser on Human Mar. 2006 

(NCBI36/hg18) Assembly ( Figura ) e clonato nel vettore di espressione pEGFPc1
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367 e una regione (conservata) di 

come verificato su UCSC Genome Browser on Human Mar. 2006 

clonato nel vettore di espressione pEGFPc1 



 

 

 

Figura 21  . chr4:113788534
La sequenza visualizzata è intronica.  Dall'alto verso il basso è possibile vi

codificante per LARP7; l'elica reverse, codificante per il cluster del 302;

302a, miR-302d; il trascritto maturo;

con DNAsi il livello di conservazione della sequenza nei mammiferi e in altre specie di animali 

 

La regione amplificata corrispondente ai precursori dei miR

estremamente  conservate, come ci si attende per i microRNA. Inoltre, a monte del 

cluster del miR-302 sono presenti due

codificano per RNA. Queste regioni risultano essere molto sensibili al trattamento con 

DNAsi, e quindi corrispondono a regioni di cromatina 

picco giallo corrispondente ai microRNA (figura 18), indica la trimetilazione della lisina 

4 della proteina istonica H3 (H3K4Me3) ed è associato a promotori, che sono attivi o 

possono essere attivati. Il colore giallo del picco indica c

zona è presente solo in ES cells e non in altre 8 linee cellulari umane non staminali. Nel 

caso di Larp7, espresso in tutti

metilazione nei 9 tipi cellulari, corrisponde ad una zona di co
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chr4:113788534-113789841 

a sequenza visualizzata è intronica.  Dall'alto verso il basso è possibile visualizzare:

l'elica reverse, codificante per il cluster del 302;i miR-302b, miR

il trascritto maturo; il grado di metilazione della sequenza; la sensibilità al trattamento 

il livello di conservazione della sequenza nei mammiferi e in altre specie di animali 

La regione amplificata corrispondente ai precursori dei miR-302 contiene  sequenze 

estremamente  conservate, come ci si attende per i microRNA. Inoltre, a monte del 

302 sono presenti due regioni anche esse molto conservate che non 

codificano per RNA. Queste regioni risultano essere molto sensibili al trattamento con 

DNAsi, e quindi corrispondono a regioni di cromatina in attività, solo in ES cells. Il 

co giallo corrispondente ai microRNA (figura 18), indica la trimetilazione della lisina 

4 della proteina istonica H3 (H3K4Me3) ed è associato a promotori, che sono attivi o 

possono essere attivati. Il colore giallo del picco indica che la metilazione in qu

è presente solo in ES cells e non in altre 8 linee cellulari umane non staminali. Nel 

caso di Larp7, espresso in tutti i 9 tipi cellulari considerati,  la sovrapposizione dei siti di 

metilazione nei 9 tipi cellulari, corrisponde ad una zona di colorazione nera.
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sualizzare: l'elica foward, 

302b, miR-302c, miR-

la sensibilità al trattamento 

il livello di conservazione della sequenza nei mammiferi e in altre specie di animali  

302 contiene  sequenze 

estremamente  conservate, come ci si attende per i microRNA. Inoltre, a monte del 

regioni anche esse molto conservate che non 

codificano per RNA. Queste regioni risultano essere molto sensibili al trattamento con 

attività, solo in ES cells. Il 

co giallo corrispondente ai microRNA (figura 18), indica la trimetilazione della lisina 

4 della proteina istonica H3 (H3K4Me3) ed è associato a promotori, che sono attivi o 

he la metilazione in questa 

è presente solo in ES cells e non in altre 8 linee cellulari umane non staminali. Nel 

la sovrapposizione dei siti di 

lorazione nera. 
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Figura 22.  

Sequenze conservate del miR-302 e LARP7 . 

L’immagine mostra che la regione conservata del miR-302  è associata con la trimetilazione della lisina 

4 della proteina istonica H3 solo nelle ES cells. Mentre la regione conservata di LARP7 è associata con 

H3K4Me3 anche in altri 8 diversi tipi cellulari. La regione conservata del miR-302 presenta dei piccoli 

cluster ipersensibili alla DNAsi e codifica per delle sequenze TAF.   

 

Il miR-302 umano clonato è stato generato dopo taglio con l’enzima BglII, nel sito 

BglII presente nella regione del polylinker del vettore pEGFPc1.  

 

9.2.2. Trasfezione del costrutto ricombinante pEGFP-c1-miR302 

 

Il costrutto ricombinante da noi ottenuto, pEGFPc1-miR302, è stato trasfettato in due 

tipi di cellule, le H1299 e le HEK293 insieme al solo plasmide non contente l’inserto, 

che rappresenta il gruppo di controllo.  
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Figura 23 .    

Selezione dei cloni positivi esprimenti EGFP-miR302  in H1299 cells al microscopio a fluorescenza 

(risoluzione      10X) rispetto al Controllo. 

Le immagini mostrano i cloni selezionati con G418 delle H1299 trasfettate, rispettivamente, con il vettore 

di controllo,vuoto, con il vettore con l’inserto orientato secondo il reading frame della EGFP (senso) e 

con il vettore contente l’inserto orientato nel verso opposto al reading frame del gene reporter 

(antisenso). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 24.      

Selezione dei cloni positivi esprimenti EGFP-miR302  in HEK293 cells al microscopio a fluorescenza 

(risoluzione      10X) rispetto al Controllo. 

Le immagini mostrano i cloni selezionati con G418 delle H1299 trasfettate, rispettivamente, con il vettore 

di controllo,vuoto, con il vettore con l’inserto orientato secondo il reading frame della EGFP (senso) e 

con il vettore contente l’inserto orientato nel verso opposto al reading frame del gene reporter 

(antisenso). 

 

I singoli cloni selezionati sono costituiti da cellule con diversa forma, dimensioni e 

intensità di fluorescenza. Non vi è una differenza significativa tra i cloni senso, 

antisenso e di controllo delle stesse linee cellulari.   

Figura 25. Real Time PCR per la 

detenzione del miR-302a  maturo nelle 

H1299 trasfettate . 

Le singole barre indicano l’espressione 

relativa  (normalizzata su U6 ) per 

ognuno dei microRNAs valutati.  I 

valori riportati sono la media di 3 

esperimenti indipendenti.  

Leggenda: 10a, 2, 3,4: cellule trasfettate 

con il vettore senso; 12a,5,22a,3a: 

cellule trasfettate con vettore antisenso ; 

             20,6a, 5a, cellule trasfettate con il  

             plasmide vuoto (controllo).   

Contrariamente a quanto ci si aspettava, il miR-302a maturo è risultato essere espresso 

anche nell’RNA estratto da cellule trasfettate con il vettore antisenso, sia nelle H1299 

che nelle HEK293.  
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Figura 26. Real Time PCR per la 

detenzione del miR-302a  maturo nelle 

HEK293 trasfettate. 
Le singole barre indicano l’espressione 

relativa  (normalizzata su U6 ) per ognuno 

dei microRNAs valutati.  I valori riportati 

sono la media di 3 esperimenti 

indipendenti.  

Leggenda: 8,14,17: cellule trasfettate con 

il vettore senso; 15,24: cellule trasfettate 

con vettore antisenso ; 11,11c1,11c2,11c3: 

        cellule trasfettate con il plasmide vuoto  

        (controllo).   

 

 

9.2.3   MDA-MB-231 e T47D breast cancer stable cell lines 

 

Abbiamo generato linee di cellule tumorali di mammella T47D e MDA-MB-231 che 

esprimono costitutivamente il miR302b, utilizzando il Kit Lenti-miR™ microRNA 

Precursor Clones della SBI. ( in materiali e metodi ) 

 

9.3 Transgenic Mouse 

 

Dopo aver rilevato l'espressione del miR-302 

in alcune cellule di carcinoma mammario 

all'interno della massa tumorale ed aver 

osservato che le donne con metastasi hanno 

un numero maggiore di cellule positive al 

miR-302 nel loro tumore, abbiamo capito che 

è necessario un approccio di studio diverso 

per poter rilevare in modo efficiente 

l’espressione del miR-302 nella singola 

cellula e non nella massa, così come 

generalmente misurato dai saggi molecolari. 

Nel nostro lavoro, abbiamo usato 

l’ibridizzazione in situ sui tessuti, ma questa 

tecnica non può essere efficacemente  

Figura 27. 

Tecnologia classica e Recombineering a confronto 

( per la spiegazione vedi testo ) 
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applicata a cellule vive, e nemmeno utilizzata per il sorting cellulare. Per poter 

approfondire il legame tra il cancro, le cellule staminali e l’ attivazione del miR-302 

proponiamo quindi un approccio alternativo ed innovativo, un topo knock-in dove solo 

quelle poche cellule tumorali pro-metastatiche che esprimono il miR-302 sono 

fluorescenti. La tecnica utilizzata per generare un topo knock-in è quella del 

recombineering (da recombination engineering, ingegneria di ricombinazione), una 

tecnologia usata per modificare il DNA in batteri (in particolar modo Escherichia coli) 

usando la ricombinazione omologa. In particolare il sistema di ricombinazione omologa 

è alquanto diverso da quello classico dell'ospite batterico basato sulle proteine RecBCD 

e RecA. Il sistema di ricombinazione omologa impiegato nel recombineering è 

caratterizzato da un'attività esonucleasica, rappresentata dalla proteina Red alpha (5'>3' 

esonucleasi) e da un'attività di annealing rappresentata da Red beta. Entrambe queste 

proteine sono codificate dal fago λ (geni exo e bet rispettivamente). Una terza proteina 

(Red gama, codificata dal gene gam ) incrementa l'efficacia di questo sistema inibendo 

un'attività esonucleasica dell'ospite ( RecBCD ) In alternativa a questo sistema è 

possibile utilizzare quello basato sulle proteine RecE e RecT. Tale sistema, pur non 

essendo del tutto simile a quello basato su Red alpha e Red beta, condivide le stesse 

attività enzimatiche con il sistema Redalpha/Redbeta. La principale caratteristica della 

ricombinazione omologa che avviene durante la reazione di recombineering è la 

presenza di regioni di omologia al DNA in cui ricombinare, piccole fino a 30 nucleotidi, 

su entrambi i lati del DNA ricombinante. Questa regione di omologia può essere 

facilmente inserita in oligonucleotidi usati per amplificare mediante PCR il DNA 

ricombinante.  

La tradizionale tecnologia di ingegneria genetica, che utilizza gli enzimi di restrizione e 

la DNA ligasi per tagliare e ricongiungere i frammenti di DNA, fallisce quando i target 

contengono centinaia di Kilobasi di DNA. Questo perché anche rari siti di restrizione 

hanno comunque una frequenza apprezzabile sulle molecole di DNA di grandi 

dimensioni come cromosomi batterici artificiali (BAC). Inoltre la  manipolazione in 

vitro di DNA lineari di questa lunghezza è estremamente difficile. Una volta che si è 

reso disponibile la tecnologia di clonazione di BAC in Escherichia Coli, la modifica dei 

cloni è diventata un problema da affrontare. I problemi quindi con l’approccio 

tradizionale sono stati superati con la tecnica di Recombineering, che utilizza le 

funzioni di ricombinazione omologa caratteristica dei fagi ( Figura B, Neal G. 

Copeland, Nancy A. Jenkins and Donald L. Court  2001 ). Attraverso questo tipo di 
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tecnica è possibile ottenere molecole ricombinanti con solo 50bp di omologia ( o meno 

); regioni omologhe per ricombinazione di solito richiedono di essere ~ 500 bp, mentre 

negli approcci recombineering, hanno bisogno di essere solo il 40-50 bp di lunghezza. 

(Ori, origine di replicazione.) 

 

La tradizionale tecnica di ingegneria genetica prevede i seguenti passaggi per generare 

un BAC ricombinante: 

•  Il clivaggio della cassette di DNA con un enzima di restrizione. 

•  Il clivaggio di un DNA bersaglio su un plasmide con un enzima di restrizione. 

•  Ligasi della cassetta al plasmide. 

•  Trasformazione del plasmide in cellule batteriche competenti. 

•  selezione dei cloni farmaco-resistenti (drugR). 

•  Screening dei cloni modificati e verifica della cassetta clonata. 

•  Trasformazione di un ceppo batterico contenente il BAC per ottenere la modifica con 

la cassetta clonata attraverso la ricombinazione omologa. 

 

Tecnica di Recombineering per generare un BAC ricombinante: 

• Amplificare una cassetta mediante PCR con le regioni di omologia.fiancheggianti  

•  Introduzione di  un BAC in un ceppo betterico che svolge funzioni di ricombinazione. 

• Trasformazione di cellule contenenti il BACe  le funzioni di ricombinazione con la 

cassetta. 

• Generazione di un ricombinante in vivo. 

• Rilevamento di un ricombinante per selezione e  counterselection o dallo screening 

diretto (ibridazione colonia). 

 

Come esperimento pilota abbiamo eseguito la trasfezione del pri-miR302 in cellule 

HEK293A al fine di co-esprimere il miR-302s e il gene reporter. Abbiamo in prima 

analisi identificato il punto di inizio del trascritto.  Attraverso delle PCR che 

amplificavano corti frammenti di sequenze in successione della regione a monte del 

primo miR del cluster, abbiamo individuato il punto di inizio della trascrizione del pri-

miR-302s. ( Figura 28)  



Risultati 

 

103 

 

 

Figura 28. 

Rappresentazione delle sequenze amplificate 

La figura A mostra le sequenze amplificate 

per PCR di cDNA di ES di topo dal sito 

UCSC, (http://genome.ucsc.edu/). I  putativi 

trascritti del miR-302 sono rappresentati da barre nere. Abbiamo identificato il punto di inizio della 

trascrizione ( positive )dalle bande positive avute su gel di agarosio. ( Figura B ). La barra rossa indica 

la regione del sito di inizio della trascrizione del Pri-miR302. La regione del miR-302s è stata 

amplificata e visualizzata su gel come controllo positivo              ( Figura B ). 

 

In analogia al pri-miR302 nell’uomo, abbiamo clonato una regione di 1974bp nei siti 

KpnI e BamHI rispettivamente al 5’ e al 3’ del vettore pmR-ZsGreen1 ( Clontech ). 

pmR-ZsGreen1 è un vettore di espressione di 

mammifero progettato per esprimere 

costitutivamente un microRNA di interesse. 

Cellule transfettate possono essere 

identificate dalla co-espressione di 

ZsGreen1, una variante ottimizzata della 

proteina fluorescente della specie Zoanthus 

sp, progettata per una fluorescenza migliore 

(eccitazione ed emissione massima: 493 e 

505 nm, rispettivamente ).  Il sito di 

clonaggio (MCS) è posizionato nella 

3'UTR, a valle della sequenza codificante 

ZsGreen1. ZsGreen1 ed i precursori di  

 

Figura 29.  

Il vettore pmR-ZsGreen1 

Il sito di clonaggio (MCS) è posizionato nella 

3'UTR, a valle della sequenza codificante 

ZsGreen1. 
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espressione di microRNA  clonati nella MCS sono sotto controllo del promotore umano 

costitutivamente attivo ( pCMV IE ), situato a monte della sequenza ZsGreen1. Sia  la 

proteina fluorescente che il microRNA sono espressi da un unico trascritto di mRNA, 

che viene scisso da Drosha e Dicer per generare il microRNA maturo.  Abbiamo 

trasfettato il costrutto così preparato in cellule HEK293A al fine di confermare la 

contemporanea espressione della proteina ZsGreen e del miR-302. ( Figura 30 ) 

Da RNA estratto da campioni abbiamo eseguito la RT-PCR per confermare 

l’espressione del miR-302s non normalmente espresso in questa linea cellulare. ( dati 

non rappresentati ). 

Una volta avuto conferma della co-espressione del gene reporter ( ZsGreen ) e del miR-

302s, abbiamo pianificato la strategia per ottenere il costrutto così come rappresentato e 

spiegato nella Figura 31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F

Figura 31 

Rappresentazione schematica del costrutto 

Nella figura  HA sono le regioni di omologia che fiancheggiano  entrambi i lati la regione del miR-302s 

La cassetta NEO ( neomicina ) è stata clonata a monte del gene reporter ZsGreen. Le frecce rappresentano 

i siti LOXP che serviranno ad eliminare la cassetta NEO dopo selezione positiva dei cloni ricombinanti di 

ES di topo.  

Figura 30.  

Espressionedella proteina ZsGreen.  

Cellule HeK293A sono state trasfettate con il 

costrutto contente il pri-miR-302. La foto al 

microscopio a fluorescenza mostra la co-

espressione della proteina ZsGreen. 
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Gli RNA non codificanti ( ncRNAs ) rappresentano la nuova frontiera dei meccanismi 

umani di  regolazione post-trascrizionale. I ncRNAs possono bersagliare 

specificatamente differenti geni. Il livello di espressione di un singolo ncRNA incide su 

più pathways. Diversi studi hanno permesso di comprendere la funzione dei ncRNAs e 

il loro impatto sulla patogenesi di malattie complesse incluso il cancro, malattie 

cardiache, disordini immunitari, malattie neurodegenerative e malattie metaboliche.  

Recentemente si stanno conducendo esperimenti atti a conoscere meglio i meccanismi 

d’azione e il possibile utilizzo teraupetico di una determinata classe di RNA non 

codificanti regolatori, i microRNA. I miRNA sono responsabili del silenziamento di più 

mRNA bersaglio a cui si legano nella regione 3’ UTR. Diversi lavori hanno dimostrato 

che il miR-302 è coinvolto nei meccanismi di rigenerazione cellulare, mantenimento 

della staminalità e pluripotenza. Infatti il miR-302 aumenta la demetilazione della lisina 

4 dell’istone 3 (H3K4) e innesca una serie di meccanismi che determinano e 

l’attivazione dei fattori di pluripotenza Oct3/4 e Nanog e la demetilazione globale, con 

conseguente compattamento della cromatina di diversi geni che quindi non saranno 

trascritti.  Determina una rapida transizione delle cellule dalla fase G1 alla fase S del 

ciclo cellulare attraverso la degradazione della ciclina D1 e del complesso ciclina 

D1/CDK4/6. È anche un antagonista della p63 che regola l’apoptosi nella linea 

germinale.  

Inoltre sembra regolare la risposta delle cellule staminali alla differenziazione e le guida 

verso un corretto sviluppo embrionale nelle prime fasi della differenziazione. Infatti 

inibisce Lefty, l’effettore intermediario negativo del pathway di Nodal. Oltre a 

permettere la specificazione del  mesendoderma, il miR-302 sembra essere coinvolto 

nella differenziazione tra i sessi, dato che risulta essere diversamente espresso nelle 

gonadi maschili e femminili durante le prime fasi della differenziazione. Nel nostro 

laboratorio sono stati condotti diversi studi per indagare sulle caratteristiche e 

sull’azione del miR-302. Per prima cosa sono stati eseguiti dei microarrays per miRNA 

su ESC umane, corpi embrioidi (EB), trofoblasti, monostrati spontaneamente 

differenzianti e diversi tessuti sani, per avere informazioni sull’espressione del miR-302 

e di altri  miRNA. I risultati dello studio hanno confermato i dati riscontrati in 

letteratura, secondo cui il miR-302 è altamente espresso solo nelle cellule staminali 

pluripotenti e non in altri tipi di cellule staminali, come le cellule staminali neuronali  e 

la sua espressione diminuisce durante il differenziamento di queste cellule fino a 

scomparire. Nei tessuti adulti sani non è stata riscontrata l’espressione del miR-302 che 



Discussione 
 

107 
 

è invece risulta essere espresso nei corpi embrioidi in D7 e D14 e minimamente anche 

nei monostrati che si sono differenziati spontaneamente. Quindi l’espressione del miR-

302 è ontogeneticamente e gerarchicamente regolata. La variazione dell’espressione del 

miR-302 nel tempo, durante il differenziamento, non risulta progressiva, ma si osserva 

un picco di espressione intorno a D5, seguito da una fase stazionaria e da un calo che 

comincia in D10. Questa espressione transiente è da interpretare come dovuta al ruolo 

del miR-302 come guida cellulare durante le prime fasi della differenziazione piuttosto 

che connessa con il mantenimento della staminalità. Infatti la variazione 

dell’espressione del miR-302 nei primi giorni del differenziamento si discosta da quella 

dei fattori che determinano la staminalità e la pluripotenza come Oct4 e Nanog ( 

Athanasios Zovoilis et al.2008 ). Secondo diversi studi la concentrazione di un dato 

miRNA è specifica per lo svolgimento di una determinata funzione. Tramite  il profilo 

di espressione da noi condotto è stato identificato che lo squilibrio positivo miR-

302/miR-203 ( il miR-302 attivo e il miR-203 spento ) è una firma identificabile delle 

cellule staminali pluripotenti. Infatti le cellule pluripotenti analizzate sono caratterizzate 

da elevati livelli di miR-302 embrionale e dall’assenza del repressore della staminalità 

miR-203. Questo profilo di espressione può essere molto utile quindi per meglio 

comprendere i meccanismi che stanno alla base della specificità di azione dei miRNA 

che non dipende solo dal livello della loro espressione, ma anche dal rapporto che i 

fattori con cui interagiscono. Si sa che i miRNA si legano alla sequenza del 3’UTR dell’ 

mRNA bersaglio, complementare con la loro regione seed in 5’. Vi sono però miRNA 

che presentano tra loro un’ alta corrispondenza della regione seed , ma sono coinvolti in 

meccanismi diversi. Quindi la specificità di azione potrebbe dipendere da altre sequenze 

di riconoscimento che mediano l’interazione con altri fattori. Infatti il profilo di 

espressione ha rivelato che i miRNA analizzati presentano patterns specifici di 

espressione. Ulteriori studi sono stati condotti sul promotore del miR-302 murino che è 

stato inserito nel vettore di clonaggio pZsGreen1-1 (Clontech). Questo plasmide 

presenta un sito di clonaggio multiplo, contenente siti di taglio riconosciuti da enzimi di 

restrizione, localizzato a monte di un gene reporter (pZsGreen1-1) che conferisce una 

fluorescenza verde al plasmide. I cloni ottenuti sono stati espansi ed il DNA plasmidico 

è stato estratto ed utilizzato per una trasfezione con lipofectamina in ESC murine. La 

trasfezione è avvenuta con successo, a conferma della funzione promotrice della regione 

conservata del miR-302. I cloni selezionati,con G418, sono stati piccati e ciascuna 

colonia è stata fatta crescere, una parte su un supporto di gelatina e l’altra parte su 
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feeder layers, costituiti da fibroblasti di topo, che in aggiunta al LIF determinano il 

mantenimento della staminalità. La crescita dei cloni sui diversi supporti è stata 

progressivamente monitorata con microscopio a fluorescenza.  I dati mostrano i cloni in 

giorno 1 (D1) dopo la semina e giorno 10 ( D10) analizzati con luce fluorescente, che 

permette la visione solo delle cellule esprimenti GFP, trasfettate e con luce visibile con 

cui si vedono tutte le cellule in coltura. In D1 non si osservano significative differenze 

tra le cellule in crescita sui diversi terreni: le cellule su gelatina sembrano più numerose 

rispetto a quelle su feeders, ma questo può dipendere dalla dimensione del frammento 

della colonia messa in coltura. Dopo dieci giorni, in D10,  si osserva una grande 

differenza tra le cellule dei due terreni. Mentre su feeders le cellule continuano a 

crescere, su gelatina si osserva una forte riduzione della fluorescenza verde. Le cellule 

rimaste sul feeder di MRF sono concentrate in alcuni punti, mentre su gelatina si 

osserva una crescita diffusa. Questo dato è molto importante perché dimostra che è 

l’attività del promotore del miR-302 a diminuire durante il differenziamento cellulare. 

Quindi la sequenza promotrice è gerarchicamente e ontogeneticamente regolata.  Se il 

promotore è il bersaglio di fattori presenti nelle cellule mature o nelle cellule staminali 

non pluripotenti, introducendo delle mutazioni nella sequenza, si potrebbe impedire o 

quantomeno ridurre la deregolazione della sua attività nelle cellule in differenziazione. 

In questo modo, ottenendo un riscontro positivo, si individuerebbe la specifica sequenza 

riconosciuta e tramite un’ analisi computazionale si potrebbero ricercare i possibili 

ligandi. Da tener presente che molto probabilmente sul gene del miR-302 agiscono 

anche repressori nelle cellule differenziate, assenti nelle ES cells.   

Una elevata espressione del miR-302 è stata osservata in due tumori rari collegati a 

cellule germinali ( Clevers H. ), quali il seminoma (un cancro testicolare che si ritiene 

sia generato dall’epitelio germinale dei tubuli seminiferi) e teratocarcinoma (che 

origina dalle cellule embrionali multipotenti). Abbiamo studiato l'espressione del miR-

302 nei tessuti tumorali. La conferma della presenza del miR-302 nei tumori solidi dalla 

nostra banca dati e la successiva conferma avuta con la tecnica di ibridazione in situ 

ISH su campioni di tessuti ottenuti da donne in cui è stato riscontrato cancro al seno, a 

livelli di espressione mai paragonabili a quelli delle ESC e iPSC, ha portato a due 

alternative spiegazioni: o solo una piccola percentuale di cellule tumorali si presenta con 

elevati livelli di miR-302 o è presente una diffusa, ma basale, attivazione del miR-302 

in tutte le cellule maligne. Esperimenti di co-localizzazione con CD44 hanno dimostrato 

che molte cellule tumorali erano sezioni positive al CD44, di cui solo una parte erano 
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positive anche per il miR-302 (circa 10:1). Inversamente, tutte le cellule che 

esprimevano il miR-302 sono risultate positive per il CD44. Inoltre, le cellule miR-302 

positive avevano le caratteristiche citologiche di cellule tumorali ed esprimevano la 

citocheratina AE 1/3, confermando che erano cellule epiteliali maligne. D’altra parte 

invece, nel seno normale, non è stato rilevato alcun segnale positivo al miR 302. Questa 

osservazione conferma una delle ipotesi e cioè che il locus del miR302 è probabilmente 

attivo in una sub-popolazione di cellule che possiamo definire simil-mesenchimali 

staminali.  

Il carcinoma della mammella è una malattia complessa ed eterogenea. La Gene 

expression profile ha contribuito in modo significativo alla nostra comprensione di 

questa eterogeneità a livello molecolare, rifinendo la tassonomia sulla base di semplici 

caratteristiche come il tipo istologico, il grado del tumore, lo stato del nodo linfatico e la 

presenza di marcatori predittivi come il recettore degli estrogeni e HER2, human 

epidermal growth factor receptor 2, con una classificazione più sofisticata che 

comprende Luminal A, Luminal B, basale-like, sottogruppi HER2-positivo e normale. ( 

Holliday D and Speirs V, 2011 ) In laboratorio, lo studio del cancro al seno è spesso 

modellato utilizzando linee cellulari stabilizzate, che possono riflettere l’eterogeneità 

della malattia in vivo. In base a questo assunto abbiamo indagato sulla presenza del 

miR-302 in linee di cellule tumorali di seno, sia tra linee cellulari diverse, sia separando 

una sub-popolazione di cellule all’interno della stessa linea in base al fenotipo CD44+ 

CD24. Questo tipo di indagine, non ha portato ad alcuna rilevazione della presenza del 

miR302. Alla luce di questo risultato abbiamo scelto due vie per poterci spiegare la 

presenza del miR-302 in vivo. La prima basata sulla domanda: esistono e quali sono le 

condizioni cellulari presenti in un tessuto in vivo tali da indurre la ri-espressione ? Da 

qui abbiamo ricreato in vitro un ambiente esterno che potesse imitare l’ambiente esterno 

cellulare in vivo. L’altra strategia invece è stato l’utilizzo di un metodo che incrementa 

la quantità di cellule staminali tumorali, la formazione di mammosfere. Questa duplice 

strategia si fonda anche sulla osservazione che in ogni caso la presenza del miR-302 in 

cellule dal fenotipo simil-staminale è a livelli di espressione mai paragonabili a quella 

presente nelle ES embrionali e questo può anche essere spiegato con un picco di 

espressione transiente che avviene in un cellule in tempi diversi. Il lavoro di Mathieau J 

et al. ( 2011 ) dimostra una convergenza nella signature dei miRNA tra linee cellulari 

tumorali ipossiche e linee di hESC indifferenziate. L'ipossia, attraverso HIF, hypoxia-

inducibile factor,  può indurre un programma trascrizionale simile alle cellule staminali 
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embrionali umane, hESC. E’ stata osservata la ri-espressione degli induttori delle cellule 

staminali pluripotenti (iPSC), Oct4, Nanog, Sox2, Klf4, cMYC ed il microRNA-302 in 11 

linee cellulari tumorali ( prostata, cervello, rene, collo utero, polmone, i tumori del 

colon, del fegato e della mammella). Abbiamo pertanto dimostrato che in condizioni di 

stress cellulare, in questo caso di ipossia, la cellula mette in atto dei meccanismi di 

sopravvivenza e di adattamento ambientali in cui si può osservare la ri-espressione del 

miR-302b in due diverse linee cellulari, le MDA-MB-231 e le T47D.  Abbiamo 

individuato e descritto le regioni HRE nel promotore del miR302, a conferma di quanto 

è presente in letteratura, in cui hanno dimostrato il legame tra HIF ed il miR302, 

attraverso saggi di luciferasi. ( Mathieau J et al.  2011 ) 

Per poter lavorare con le CSC (spesso descritte come tumour-initiating cells), ci sono 

due ostacoli da dover superare, innanzitutto il fatto che le CSC sono molto in minoranza 

all’interno di una data popolazione tumorale, e le CSC si riproducono anche molto 

lentamente. La coltura delle mammosfere è stata ampiamente utilizzata per 

incrementare il numero di cellule staminali epiteliali mammarie e cellule staminali 

tumorali (CSC). Abbiamo pertanto utilizzato questo metodo di coltura per seminare 

cellule della linee MCF7, T47D e MDA-MB-231 in sospensione al fine di ottenere una 

coltura di mammosfere. Abbiamo eseguito la stessa procedura sia nelle condizioni di 

normossia, sia nelle condizioni di ipossia. Abbiamo misurato i livelli di espressione dei 

geni della pluripotenza, Sox2, Nanog e Oct4 e del miR-302 b. I dati mostrano induzione 

del miR-302b insieme ad una significativa induzione di Sox2, sia in ipossia, sia in 

normossia. L’espressione del miR302 si presenta diversa nelle due linee cellulari, 

mentre nelle T47D il fold change tra normossia e ipossia è di 2.86, nelle MDA-MB-231 

è di 0.53, quindi nelle MDA-MB-231 sembra esserci una maggiore induzione nelle 

condizioni di ipossia, cosa che avevamo già osservato dopo 72h di trattamento al 2% di 

Ossigeno. Allo stesso modo l’espressione di Oct4 e Nanog sono incrementati solo nelle 

condizioni ipossiche nella linea tumorale T47D, mentre sembra che ci sia induzione di 

Nanog sia in normossia che in ipossia nella linea MDA-MB-231. O’ Leis et al. hanno 

confermato che l’espressione di Sox2 sia sufficiente e necessaria per indurre nelle 

cellule funzioni simil-staminali. ( O’ Leis et al. 2012 ). Questi dati devono essere 

ulteriormente confermati.  

Nella biologia del cancro, la correlazione tra embriogenesi ed oncogenesi è stato per 

lungo tempo un tema prevalente. Le cellule tumorali e ESC condividono numerose 

proprietà biologiche fondamentali, entrambi i tipi cellulari posseggono un ampio 
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potenziale proliferativo per l’ embriogenesi e lo sviluppo del tumore. La pluripotenza è 

fondamentale per le ESC e dà luogo alla miriade di cellule figlie differenziate presenti 

nell'embrione maturo ( Visvader JE and Lindeman GJ 2008 ). E 'importante quindi 

studiare i geni relativi alla pluripotenza associati con l'embriogenesi e la tumorigenesi. I 

fattori di trascrizione sono critici interruttori molecolari che regolano il destino delle 

ESC, che possono anche operare nel rinnovo delle cellule tumorali. Questi tre fattori di 

trascrizione correlati alla pluripotenza, Oct4, Nanog e Sox-2, formano una rete di base 

di regolazione coordinata che determina il self-renewal e la differenziazione delle ESC. 

Queste molecole coinvolte nel self-renewal delle ESC possono anche contribuire alla 

tumorigenesi ( Chang CC et al. 2008 ). L'espressione non regolata di Oct4, Nanog e 

Sox-2 è stata dimostrata in numerosi tipi di tumori ed è possibile che questo possa 

contribuire al processo neoplastico e giocare un ruolo nello sviluppo del cancro. Lo 

scopo di questo esperimento è stato quello di confermare la presenza di marcatori 

associati alla pluripotenza nelle linee di cellule umane di cancro al seno nella 

formazione delle mammosfere, in cui abbiamo osservato anche l’induzione del miR302. 

Oct4 è un fattore di trascrizione embrionale altamente espresso in cellule di carcinoma,  

nelle ESC e negli ovociti. Oct4 appartiene alla famiglia dei fattori di trascrizione POU e 

svolge un ruolo critico nel mantenimento della pluripotenza e self-renewal delle cellule 

staminali ( Matin MM et al. 2004 ). È stato precedentemente proposto che Oct4 agisce 

come fattore multifunzionale nella biologia del cancro aumentando il potenziale 

maligno delle ESCs in modo dipendente dalla dose ( Gidekel S et al. 2003; 

Hochedlinger K et al. 2005 ). L'espressione di Oct4 è stato anche dimostrato in alcuni 

tumori ed è considerato a svolgere un ruolo critico nella tumorigenesi.( Ezeh UI et al. 

2005;  Looijenga LH et al. 2003;  Chen YC et al. 2008 ) Nanog è un fattore di 

trascrizione recentemente identificato ed è solitamente espresso in ESC. L'espressione 

costitutiva di Nanog mantiene il fenotipo di cellule staminali consentendo il self-

renewal e la propagazione della linea cellulare, anche in presenza di agenti che 

promuovono la differenziazione. La sovraespressione di Nanog in ECSs umane 

promuove la pluripotenza ed è associato ad un aumento della capacità di auto-

rinnovamento, mentre il silenziamento di Nanog induce la differenziazione in tipi di 

cellule mature ( Darr H et al. 2006; Zaehres H et al. 2005 ). Precedenti studi di Nanog 

nei tumori hanno suggerito il suo potenziale oncogeno e la regolazione dello sviluppo 

del tumore  ( Wang L et al. 2009; Siu MK et al. 2008 ; Jeter CR et al. 2009 ) 
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Jeter et al hanno rivelato che la down-regulation di Nanog ha inibito l’espansione 

clonale delle cellule MCF7 di carcinoma mammario e lo sviluppo tumorale. Pertanto, 

l'espressione di Nanog in cellule di carcinoma mammario può correlare con la 

tumorigenesi del cancro al seno. Sox-2,  è uno dei fattori di trascrizione espressi dalle 

cellule staminali. Vi è una crescente evidenza che suggerisce che questo gene è 

essenziale per il mantenimento della proliferazione delle cellule staminali e la capacità 

di differenziazione ( Wilbertz T et al 2012 ). L’espressione di Sox-2 è stata osservata nel 

carcinoma embrionale, teratoma, nel polmone, adenocarcinoma pancreactico e a 

gastrico ( Santagata S et al. 2007 ). Gui-qin ling et al. ( 2012 ) hanno dimostrato che 

Sox-2 è espresso in tutte le tre linee di cancro al seno umano cellulari, le cellule MCF7 e 

T-47D esprimono livelli significativamente più elevati di Sox-2 rispetto a MDA-MB-

231 cellule. Questi risultati sono coerenti con un precedente studio di Chen et al che 

individua maggiore espressione della proteina Sox-2 nelle MCF7 e T-47D rispetto alle 

MDA-MB-231. Chen et al hanno ulteriormente dimostrato che la sottoregolazione di 

Sox-2 utilizzando si-RNA in cellule MCF7 ha mostrato di inibire la proliferazione 

cellulare e la crescita tumorale. Nel carcinoma mammario, Sox-2 è stato anche 

dimostrato condurre al fenotipo basal-like e quindi svolgere un ruolo nelle prime 

carcinogenesi del seno ( Lengerke C et al 2011; Rodriguez-Pinilla SM et al 2007 ). 

Tramite Chromatin ImmunoPrecipitation assay (ChIP) è stato analizzato il legame di 

Oct4 e Sox2 con questi loci genomici nelle hESCs utilizzando anticorpi specifici per 

Oct4 e Sox2 e specifici primer che amplificano la regione che circonda il sito di legame 

ipotizzato; i risultati ottenuti mostrano che Oct4 e Sox2 legano la regione del promotore 

del miR-302. Ulteriori analisi della sequenza del promotore del miR-302 indicano che a 

valle del sito di legame di Oct4 e Sox2 c'è anche un sito di legame con Nanog (Figura 

9). Questo dato è confermato dai risultati del chromatin immunoprecipitation assay, 

mediante l'uso di anticorpi specifici per Nanog. Il decremento dell’espressione della 

proteina Oct4 in corrispondenza del decremento dell’espressione del miR-302 durante il 

periodo della differenziazione indica che Oct4 agisce come un attivatore trascrizionale 

del cluster di questo gene.  Questi dati necessitano di ulteriori approfondimenti. 

Ci sono chiaramente molti vantaggi a lavorare con cellule staminali tumorali derivate da 

linee cellulari in quanto potrebbero essere dei buoni modelli per capire meglio la 

biologia delle cellule staminali e per delineare obiettivi terapeutici CSC-specifici. Le 

complesse interrelazioni che esistono tra le cellule in vivo sono perse quando le linee di 

cellule sono coltivate su plastica in due dimensioni, ad ogni modo la coltura 
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bidimensionale rimane ancora il meccanismo maggiormente utilizzato per gli studi in 

vitro nella ricerca del cancro al seno.  

Il tipo di tumore luminal A rappresenta la forma predominante di tumore al seno 

invasivo (IBC), ed esprime ERα, GATA3 e FOXA1 ( Prat A et al.2010; Bertucci et al. 

2009 ). Le cellule luminal A mostrano anche gli hallmark di  organizzazione epiteliale, 

tra cui i complessi giunzionali intercellulari e la polarità apico-basale. Le cellule 

Luminal A sono poco invasive o metastatiche, con conseguente prognosi più favorevole 

nella maggior parte dei pazienti ( Prat A et al.2010; Bertucci et al. 2009 ). Tuttavia, i 

tumori Luminal A possono progredire verso un più alto grado di malignità e formare 

metastasi. Dei tessuti tumorali di donne analizzati tramite ibridazione in situ la metà 

delle donne non presentavano evidenza di metastasi al momento della diagnosi, mentre 

la restante parte aveva riscontrato metastasi linfonodali; tutte le donne avevano subito la 

resezione del nodo linfatico. La valutazione dell’associazione tra il miR302 e la 

sopravvivenza totale ( overall serviva OS ) nei tessuti dei pazienti analizzati ha dato una 

stima del 75% di sopravvivenza al di sopra dei 5 anni per tessuti miR302 negativi e una 

stima del 57% per quelli miR-302 positivi. Sebbene non pare ci fosse un legame tra i 

recettori cellulari ERα, Her2/Neu, PR. Alla luce di quanto osservato, raccolto e descritto  

in letteratura ci siamo chiesti laddove sia presente il miR-302 quali siano gli effetti 

esercitati sulla cellula tumorale epiteliale di seno. Leivonen SK et al.  avevano già 

descritto che ERα è un target del miR302c, ma l’assenza o i bassi livelli di espressione 

riscontrati nei tessuti non ha portato ad approfondire lo studio su di esso. Noi abbiamo 

riconfermato il targeting attraverso saggio di luciferasi per il miR302b, il cui dato è 

stato ulteriormente  validato con esperimenti di mutagenesi, in cui l’espressione della 

luciferasi non ha subito significativi cambiamenti e western blot. 

Il fatto che il miR302 abbia tra i suoi bersagli ERα, conduce alla spiegazione sul perché 

tumori che non sono aggressivi, subiscono una progressione verso una forma maligna 

dall’esito peggiore. 

La progressione del tumore verso una forma più aggressiva è probabilmente guidata da 

un sottogruppo di cellule che perdono i vincoli epiteliali ed acquisiscono un fenotipo 

invasivo mesenchimale attraverso un processo chiamato transizione epitelio 

mesenchimale ( EMT ). Sono stati identificati diversi fattori epiteliali e luminali 

antagonisti ai fattori che promuovono gli effetti della EMT. Erα rappresenta uno di 

questi, inoltre stimola l’espressione di GATA3 ( Eeckhoute J. et al. 2007 ) che pure si 

oppone alla EMT ( Dydensborg AB 2009; Yan W 2010 ). ERα interagisce anche con 
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FOXA1, che è stato visto inibire la EMT nel cancro pancreatico. Abbiamo studiato 

quindi gli effetti del silenziamento di ERα su GATA3 che si trova relativamente ad esso 

in un loop positivo in cui GATA3 regola positivamente ERα legandosi sulla regione del 

promotore del gene ( Kouros-Mehr H et al. 2008; Voduc D et al. 2008; Parikh P. et al. 

2005 ). ERα a sua volta ha la capacità di stimolare direttamente la trascrizione del gene 

GATA3 quando viene traslocato nel nucleo, implicando che questi due fattori si trovano 

in un loop di regolazione positivo reciproco. ( Figura 1 ) La EMT ha effetto nella 

diminuzione dell'espressione di proteine giunzionali ( ad esempio, E-caderina ), nella 

perdita di polarità apico-basale, e nell’acquisizione di un fenotipo mesenchimale con 

polarità posteriore / anteriore ed nella espressione della vimentina. Inoltre, la EMT ha 

come conseguenza l’acquisizione di un  aumento delle capacità invasive e quindi nel 

formare metastasi. GATA3 si è visto indurre l’espressione di  E-caderina attraverso 

motivi di legame sul suo promotore. Mentre il silenziamento di GATA3 attraverso l’uso 

di SiRNA in cellule MCF-7 hanno innescato la trasformazione fibroblastica e quindi 

hanno acquisito capacità di invasione cellulare, con conseguente metastasi a distanza. In 

base a quanto descritto precedentemente sulla correlazione tra la presenza del miR-302 

e le metastasi distali, siamo andati a valutare l’espressione di E-caderina in cellule 

MCF7 trasfettate con il pre-miR302b in una coltura transiente, ed abbiamo visto che i 

livelli di espressione sono sensibilmente minori. Una vasta gamma di fattori 

extracellulari inducono la EMT, compresi i fattori di crescita, le citochine 

infiammatorie, l’ipossia e le interazioni cellula-matrice. La EMT è innescata da fattori 

di trascrizione, compresi i membri delle famiglie di Snail, Twist e Zeb. Erα si oppone 

alla EMT sopprimendo l’espressione di Snail 1 e Snail 2 (Slug) ( Ye Y et al. 2010; 

Fujita et al.2003 ).  

La EMT conferisce inoltre un’altra peculiarità negativa alle cellule IBC, l'aumento della 

frazione di cellule staminali tumorali (CSC) ( Mani SA et al. 2008; Creighton C jet al. 

2010 ). La sottopopolazione di CSC conserva il potenziale oncogeno e di selfrenewal ed 

è relativamente insensibile alle terapie antitumorali ( Singh A, Settleman J 2010 ). In 

questo modo la EMT aumenta le metastasi tumorali e la probabilità di recidiva. 

Questo processo è recentemente diventato oggetto di molti studi, e le componenti 

molecolari della EMT potrebbero servire come marcatori prognostici oltre a 

rappresentare bersagli terapeutici di grande impatto nel cancro al seno invasivo, IBC. 

Così, ERα, GATA3 e FOXA1 sembrano avere un ruolo centrale nel mantenimento della 

differenziazione epiteliale in Luminal IBC, in parte fornendo un firewall molecolare alla 
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progressione EMT. Questo solleva la possibilità che le terapie anti-estrogeni, da un lato 

riducono la maggior parte dei tumori Luminal A, ma nello stesso tempo potrebbero 

degradare le misure di salvaguardia contro la EMT. Un secondo meccanismo scoperto 

di recente che mantiene la differenziazione epiteliale e si oppone alla EMT comprende 

microRNA, tra cui la famiglia del miR-200, il miR-203 e miR-205 ( Bernardo GM et al.  

2010; Taylor et al. 2010 ). Questi microRNA hanno come bersaglio mRNA codificante 

per gli effettori della EMT Zeb1 e ZEB2. Tramite  il profilo di espressione avevamo già 

Figura 1. 

GATA3 si trova relativamente in un loop positivo con ERα che GATA3 regola positivamente legandosi 

sulla regione del promotore del gene ( Kouros-Mehr H et al. 2008; Voduc D et al. 2008; Parikh P. et al. 

2005 ). ERα a sua volta ha la capacità di stimolare direttamente la trascrizione del gene GATA3 quando 

viene traslocato nel nucleo, implicando che questi due fattori si trovano in un loop di regolazione positivo 

reciproco. Il MiR302 silenziando ERα ha effetto anche sui livelli di espressione di GATA 3 e quindi sui 

grado di differenziamento epiteliale. 

 

identificato che lo squilibrio positivo miR-302/miR-203 ( il miR-302 attivo e il miR-

203 spento ) è una firma identificabile delle cellule staminali pluripotenti. Infatti le 

cellule pluripotenti analizzate sono caratterizzate da elevati livelli di miR-302 

embrionale e dall’assenza del repressore della staminalità miR-203. Quindi anche nel 

merito della discussione della EMT e del suo ruolo nella formazione di cellule che 
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acquisiscono proprietà metastatiche, sembra ci possa essere una correlazione inversa tra 

il miR302 e il miR203. Per indagare sulla effettiva reciprocità negativa dei due miRNA 

in cellule tumorali di seno abbiamo costruito un vettore contenente il cluster del miR-

302, sotto l’azione di un promotore forte ubiquitario ( non rappresentato ), e l’antisenso 

del miR-203.  Un prossimo studio potrebbe essere quello di trasfettare il plasmide in 

cellule epiteliali tumorali in cui è presente l’espressione del miR203 a livelli 

apprezzabili, silenziandolo e determinando l’espressione del miR302 esogeno. Questo 

esperimento potrebbe ulteriormente convalidare l’ipotesi che il miR302 una volta 

espresso, possa trovarsi in un ciclo di feedback positivo che agisce sulla capacità delle 

cellule di poter formare metastasi. A ulteriore conferma di quanto descritto, per studiare 

i meccanismi e poter rispondere a domande che al momento rimangono insolute, 

abbiamo generato due linee di cellule che esprimono costitutivamente il miR302 nelle 

T47D, una linea epiteliale e nelle MDA-MB-231, una linea mesenchimale. Da alcune 

osservazioni svolte ( dati non mostrati ) ipotizziamo che il miR302 possa essere 

coinvolto nei reciproci processi di transizione epitelio mesenchimale e viceversa. Come 

già scritto in precedenza, i meccanismi che stanno alla base della specificità di azione 

dei miRNA non dipendono solo dal livello della loro espressione, ma anche dal rapporto 

con i fattori con cui interagiscono. Questo potrebbe spiegare il motivo per cui il solo 

fenotipo CD44+CD24-  di una sub-popolazione di cellule di cancro al seno, non è 

sufficiente per predire la capacità di attecchimento cellulare per la formazione di 

metastasi nel polmone. ( Sheridan et al. 2006 ). Ulteriori studi saranno svolti su cellule 

MDA-MB-231. L’espressione transiente del miR302 nelle hESC è da interpretare come 

dovuta al ruolo di guida cellulare durante le prime fasi della differenziazione piuttosto 

che connessa con il mantenimento della staminalità, questa peculiarità nelle CSC 

potrebbe essere interpretata come la capacità del miR302 di innesco di meccanismi che 

conducono ad un fenotipo più aggressivo del tumore perché coinvolto nel grado di 

differenziamento che può revertire in un senso o nell’altro.  

Alla luce di quanto è emerso da questo studio, abbiamo capito che è necessario un 

approccio diverso per poter rilevare in modo efficiente l’espressione del miR-302 nella 

singola cellula e non nella massa, così come generalmente misurato dai saggi 

molecolari. Nel nostro lavoro, abbiamo usato l’ibridazione in situ sui tessuti, ma questa 

tecnica non può essere efficacemente applicata a cellule vive, e nemmeno utilizzata per 

il sorting cellulare. Per poter approfondire il legame tra il cancro, le cellule staminali e 

l’ attivazione del miR-302 proponiamo quindi un approccio alternativo ed innovativo, 
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un topo knock-in dove solo quelle poche cellule tumorali pro-metastatiche che 

esprimono il miR-302 sono fluorescenti. 

Questo permetterà nuovi approcci sperimentali per lo studio e il trattamento delle cellule 

staminali tumorali. I topi knock-in esprimeranno il miR-302 co-esprimendo la ZsGreen 

che sarà sotto il controllo dello stesso promotore. I topi miR-302-ZGreen saranno 

incrociati con i modelli di cancro al seno che presentano mutazioni nei geni chiave, 

come Brca2 o Trp53. Questo tipo di studi condurrà, possiamo dire, anche alla 

conoscenza cinetica del cancro attraverso imaging in vivo. 
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Recentemente si stanno conducendo esperimenti atti a conoscere meglio i meccanismi 

d’azione e il possibile utilizzo teraupetico di una determinata classe di RNA non 

codificanti regolatori, i microRNA. I miRNA sono responsabili del silenziamento di più 

mRNA bersaglio a cui si legano nella regione 3’ UTR. Diversi lavori hanno dimostrato 

che il miR-302 è coinvolto nei meccanismi di rigenerazione cellulare, mantenimento 

della staminalità e pluripotenza. Il nostro lavoro si è concentrato sullo studio molecolare 

e funzionale del cluster del miR302, sia in vivo che in vitro. L’espressione del miR-302 

è ontogeneticamente e gerarchicamente regolata e l’espressione transiente osservata 

nelle cellule staminali in differenziamento, è da interpretare come dovuta al ruolo del 

miR-302 come guida cellulare durante le prime fasi della differenziazione piuttosto che 

connessa con il mantenimento della staminalità.  

Allo stesso tempo l’osservazione della presenza del miR-302 in tessuti tumorali di seno, 

e lo studio molecolare della ri-espressione del miR-302 in condizioni di ipossia e in 

condizioni di coltura di mammosfere che ne è seguito, ha condotto all’idea che nella 

controparte tumorale CSC, la ri-espressione del miR302 potrebbe essere interpretata 

come la capacità di innesco di meccanismi che conducono ad un fenotipo più aggressivo 

del tumore perché coinvolto nel grado di differenziamento che può revertire in un senso 

o nell’altro.  Ulteriori indagini saranno svolte per questo obiettivo. 

Alla luce di quanto è emerso da questo studio, abbiamo capito che è necessario un 

approccio diverso per poter rilevare in modo efficiente l’espressione del miR-302 nella 

singola cellula e non nella massa, così come generalmente misurato dai saggi 

molecolari. Per poter approfondire il legame tra il cancro, le cellule staminali e l’ 

attivazione del miR-302 proponiamo quindi un approccio alternativo ed innovativo, un 

topo knock-in dove solo quelle poche cellule tumorali pro-metastatiche che esprimono il 

miR-302 sono fluorescenti. 

Questo permetterà nuovi approcci sperimentali per lo studio e il trattamento delle cellule 

staminali tumorali. I topi knock-in esprimeranno il miR-302 co-esprimendo la ZsGreen 

che sarà sotto il controllo dello stesso promotore. I topi miR-302-ZGreen saranno 

incrociati con i modelli di cancro al seno che presentano mutazioni nei geni chiave, 

come Brca2 o Trp53. Questo tipo di studi condurrà, possiamo dire, anche alla 

conoscenza cinetica del cancro attraverso imaging in vivo. 
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Colture Cellulari 

Le linee cellulari di cancro al seno umano T47D, MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-

MB-361, MDA-MB-453, SKBR3,  sono state acquistate dalla American Type CultureCollection e 

coltivate in MEM, Minimum Essential Media, o DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium, ( 

Gibco® ) contenente 10% di siero fetale bovino (FBS) , 2 mM L-glutammina e 100 U / ml di 

penicillina-streptomicina ( Sigma). La linea cellulare non tumorigenica MCF10 è stata coltivata in 

MEBM, Mammary Epithelium Basal Medium ( Lonza ) con i seguenti supplementi: BPE ( bovine 

pituitary extract ) 0.4% v⁄v, hEGF human epidermal growth factor, 3 ng⁄ml, insulina bovina 5 µg⁄ml, 

idrocortisone 0.5 µg⁄ml, GA-1000. ( MEGM singlequots kit, Lonza ). Per la propagazione delle 

culture cellulari è stata usata 0.05% tripsina/0.025% EDTA ( Invitrogen ). Tutte le trasfezioni sono 

state eseguite con Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) secondo le istruzioni del 

produttore.  

 

Coltura cellulare in condizioni di ipossia 

Per l’induzione in ipossia, le cellule sono state coltivate in un incubatore multigas ( Sanyo ). Il gas 

di azoto viene immesso nell’incubatore per indurre una riduzione controllata della percentuale di 

ossigeno. Le cellule sono stata mantenute per 24, 48, 72 ore alla concentrazione del 2% di O2 al 5% 

di CO2. Trascorso questo tempo abbiamo raccolto lisati proteici ed estratto RNA dai rispettivi 

campioni.  

 

Coltura di mammosfere 

Dopo aver staccato le cellule con tripsina riscaldata a 37°C, ed eseguito dei lavaggi in PBS ( 

Phosphate Buffered Salin, Invitrogen ) abbiamo ottenuto una singola sospensione cellulare, 

pipettando delicatamente con una P1000 per 1-3 minuti. Abbiamo seminato 5 x 10
4
  in piastre six 

wells ( Fisher Scientific, Ultra-Low Attachment plates ) in 3 ml di MammoCult Complete ™ 

Medium ( EpiCult ) con i seguenti supplementi: Eparina ( 4 ug/ml ), Idrocortisone ( 0.5 ug/ml ), e 

Pen/Strep. Abbiamo incubato le culture in un incubatore a 37 ° C  ( condizioni di normossia ), e un 

incubatore al 2% O2  ( condizioni di ipossia ) per 7 giorni. 

 

Trattamento con 17β-Estradiolo  

Il giorno prima della trasfezione ( 24h ) abbiamo seminato 3.5x10
5
 MCF7, MDA-MB-231 e 2.8x10

5
  

T47D nelle piastre six-well , cresciute in MEM phenol red free ( Cellgro ) contenente 4% di 

charcoal/dextran-treated siero bovino fetale ( Invitrogen, Carlsbad, CA ).   
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Schema sperimentale 

Abbiamo preparato una six well per ogni linea cellulare in duplicato. 

Il trattamento ha seguito il seguente schema. 

 

17b-Estradiol - - - + + + 

Pre- miR-302b - + - - + - 

SiRNA Er-alpha - - + - - + 

 

Pre-miR302b e Scramble ( Ambion ), SiRNA ed il controllo ( Santa Cruz )  sono stati aggiunti ad 

1ml di mezzo di trasfezione ( Optimem, Invitrogen ) alla concentrazione finale di 100nmol. 

A 24h dalla trasfezione abbiamo trattato le cellule con estradiolo (E2) alla concentrazione finale di 

10
-8 

M. Abbiamo raccolto le cellule dopo 24 ore. 

 

 

Sorting cellulare ( FACS ) 

Le cellule sono state lavate una volta in PBS ( phosphate-buffered saline, Invitrogen ) e raccolte con 

0.05% tripsina/0.025% EDTA. Le cellule staccate sono state lavate con PBS contenente l’1% di 

FBS ( FACS wash Buffer ) e risospese in wash buffer  (10
6
 cells/100 ul ).  Anticorpi monoclonali 

fluoro cromo coniugati contro CD44 ( BioLegend, FITC ) e contro CD24 ( BioLegend, PE ) o i loro 

rispettivi isotopi di controllo, sono stati usati in combinazione in aggiunta alla sospensione cellulare 

alle concentrazioni raccomandate dalle istruzioni del produttore. Abbiamo incubato le cellule in 

ghiaccio ( 4°C ) al buio per 30’. Le cellule prima lavate nel wash buffer sono state risospese in 1 ml 

e prontamente analizzate.  

 

Generazione di linee cellulari stabili che esprimono miR302b 

Uso di lentivirus 

Abbiamo generato due linee cellulari stabili che esprimono costitutivamente il miR302b con un 

sistema di espressione basato sui lentivirus (SBI).  

Il kit consta di tre componenti. 

(1) Il vettore di espressione lentivirale  

(2) I plasmidi lentivirali per il packaging  

(3) Una linea cellulare per la produzione delle particelle virali (cellule HEK293TN) 
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Le cellule della linea tumorale di mammella  T47D e le MDA-MB-231 sono state infettate con il 

miR302b ed il vettore di controllo. Abbiamo estratto DNA plasmidico da sei colonie della piastra 

fornita dalla casa produttrice (SBI) e abbiamo trasfettato 50 x 10
5 

cellule HEK293A con 500ug di 

ognuna in una 6-well. Dopo 72 ore abbiamo raccolto le cellule ed estratto RNA per eseguire una 

RT-PCR di controllo dei livelli di espressione della trasfezione.  

Abbiamo piastrato 1.2 x 10
6 

cellule HEK293TN in una piastra 10mm, una per il plasmide contente 

il miR-302b e una per il vettore di controllo. Il giorno dopo abbiamo cambiato il mezzo con 9 ml di 

DMEM 10% FBS senza antibiotico e preparato due mix contenti una il vettore vuoto di controllo ed 

una il vettore di espressione virale in aggiunta ai plasmidi per il packaging. Abbiamo eseguito la 

trasfezione con la Lipofectamine 2000 TM  in 1 ml di soluzione ( DMEM ). Dopo 48 ore abbiamo 

raccolto il surnatante e centrifugato per 15’ a 3000g al fine di eliminare i detriti cellulari. 2 ml di 

PEG 5x ( SBI ) sono stati aggiunti per precipitare le particelle virali, abbiamo incubato la soluzione 

a 4°C per 12 ore. Dopo di che abbiamo centrifugato e risospeso il pellet in DMEM, pronto per 

l’uso.  

Abbiamo seminato 6 x 10
5 

cellule nei pozzetti della 6-well, il giorno dopo abbiamo preparato una 

soluzione contenente DMEM con FBS 10% e Polybrene alla concentrazione finale di 5ug/ml. Per 

ogni infezione abbiamo usato 300ul di particelle virali. Dopo 12 ore abbiamo rimosso il Polybrene e 

aggiunto DMEM. A 48 ore dalla trasfezione abbiamo potuto osservare al microscopio a 

fluorescenza l’espressione della GFP e tramite una RT-PCR abbiamo misurato i livelli di 

espressione del miR-302b nelle cellule infettate. 

 

Clonaggio pEGFPc1-miR302 

La sequenza di 1,58 kb ( chr4:113788446-113790025 ) del cluster del miR-302 umano è stata 

clonata nell’unico sito di restrizione BglII ( Gibco BRL ) nel plasmide pEGFPc1 a valle del gene 

reporter EGFP. L’espressione del cluster è sotto controllo del promotore forte ubiquitario del 

citomegalovirus (CMV). 

 

Amplificazione del  miR-302 

In tabella sono riportate le sequenze degli oligonucleotidi disegnati con flanking sequence tag per 

l’enzima di restrizione BglII usati per l’amplificazione del cluster ( PCR ). L’amplificazione del 

frammento di PCR è della lunghezza di 1307 bp. 
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   5’-3’BglII flanking sequence tag 

             

 

Reg cons-BglII-A-F: 

 

gaAGATCT-TAGTCAGTCATCTCTGTGGGAAAAG 

 

Rev BglII-A: 

 

gaAGATCT- AATGGCCTGTAGCCAAGAAC 

 

     Tabella 1.  

    Primer forward e reverse, sequenze con aggiunta in 5’ del  sito di taglio AGATCT  

               dell’enzima di restrizione BglII. 
 

 

Trasfezione del plasmide pEGFPc1-miR302 

Le due linee cellulari utilizzate per la trasfezione sono: 

a) H1299 conosciute anche con il nome di NCI-H1299: sono una linea cellulare di carcinoma 

polmonare umano derivante da linfonodi; le cellule sono caratterizzate dalla parziale perdita 

dell’omozigosi per il gene TP53 e quindi non sono in grado di esprimere la proteina p53 con 

funzione di oncosopressore; 

b) HEK293 sono cellule embrionali umane del rene 293: sono una specifica linea cellulare 

derivante da cellule umane cresciute in colture di tessuti  embrionali renali. 

Le cellule sono state selezione con l'antibiotico G418 alla concentrazione di 1mg/ml, al microscopio 

a fluorescenza abbiamo identificato e selezionato i cloni stabili, che sono stati propagati in nuove 

colture. 

Plasmide pZsGreen1-1 prom-miR302 

La sequenza amplificata dai seguenti primer: foward AAAGATTTCTCAAATTGCTTCCAA e 

reverse CGCCGACTTTAGACCACTTG (primer3) del promotore del miR302 murino è stata 

clonata nel plasmide pZsGreen1-1. Il DNA plasmidico trasformato è stato estratto ed è stata 

eseguita la trasfezione con lipofectamina in cellule staminali embrionali murine. I cloni sono poi 

stati selezionati mediante trattamento con l’antibiotico G418, per cui il vettore conferisce resistenza. 

I cloni selezionati sono stati piccati e lo stesso clone è stato seminato in terreni diversi: su gelatina e 

su un feeder layer di fibroblasti embrionali primari di topo inattivati con  mitomicina C. 
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Saggio di luciferasi e mutagenesi 

La regione seed putativa del miR-302b nel gene ESR1, contenuta in un frammento di 385bp, è stata 

clonata nella 3’UTR del gene reporter luciferasi nel vettore pGL3. Inserita nell’unico sito di 

restrizione XbaI, abbiamo controllato il segmento in reading frame attraverso il sequenziamento 

della regione. Il costrutto (500ug) è stato trasfettato in cellule HEK293A insieme al Pre-miR302b 

(100nm) e al plasmide esprimente la Renilla (100ug) ( normalizzatore ). Abbiamo misurato i valori 

di luce emessa al luminometro e normalizzati con i valori di emissione della Renilla. 

Per la mutagenesi abbiamo usato il Kit QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis ( Stratagene ) e 

disegnato i primer dal sito web http://labtools.stratagene.com/QC. Abbiamo eseguito una PCR con i 

primer realizzati, dopo aver analizzato le sequenze abbiamo eseguito la stessa procedura di 

trasfezione per il saggio di luciferasi precedente. 

 

Western Blot 

Le cellule sono state raccolte con lo scraping e le proteine sono state estratte con lysis buffer ( Ripa 

Buffer, Inibitori delle proteasi e delle fosfatasi) ( Sigma ). I lisati sono stati centrifugati 14000rpm x 

15’ e il surnatante raccolto in nuove eppendorf. Abbiamo eseguito la quantizzazione dei lisati 

proteici con il metodo Bradford. La quantità di 50 ug/ml di proteina è stata caricata su gel di 

acrilamide e trasferita su membrana di nitrocellulosa. Le membrane sono state incubate con: anti-

GATA3 ( Santa Cruz ), anti ER-α ( Santa Cruz ), β-Actina ( Santa Cruz ). 

 

RT-PCR 

L’RNA totale è stato estratto con il kit RNA Clean-up and Concentration Micro Kit (Norgen). E’ 

stato quantificato al Nanodrop ND-1000 Spectophotometer ( Nanodrop technologies ). La RT-PCR 

è stata eseguita con il metodo Taqman. ( Applied Biosystems ). I dati sono stati normalizzati con 

OAZ1 e GAPDH per l’espressione genica e RU44 e RU48 per l’espressione dei miRNA. ( 

normalizzatori diversi sono spiegate nelle figure ). 

 

Analisi di mRNA Microarray  

I dati sono stati analizzati utilizzando il metodo così come descritto da Liu CG et al. 2008. 

 

Analisi Statistica 

P value sono calcolati con il Test di Student ( t-test ), i valori sono riportati nelle figure. 

 

 

http://labtools.stratagene.com/QC
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MTT, saggio di profilerazione 

Abbiamo seminato 20 x 10
3
 cellule della linea tumorale MCF7 e T47D in una 96-well e le abbiamo 

trasferite in MEM phenol red free. Dopo 48 ore abbiamo trasfettato le cellule con il Pre-miR302b e 

Scramble ( Ambion ), SiRNA ed il controllo ( Santa Cruz ) nel volume finale di soluzione di 

trasfezione di 100ul. Dopo 24 ore dalla trasfezione, abbiamo trattato le cellule con estradiolo (E2) 

alla concentrazione finale di 10
-8 

M . Abbiamo cambiato ogni giorno il mezzo, per tre giorni (72h) 

con MEM phenol red free con e senza Estradiolo per il controllo negativo ( Ctr- ). Dopo 72 ore 

abbiamo aggiunto ad ogni pozzetto 20ul della soluzione CellTiter ( Promega ) ed incubato a 37°C 

approssimativamente per un tempo di 20’. La misura dell’Assorbanza dei campioni alla lunghezza 

d’onda 490 è stata analizzata e messa in grafico, ponendo in percentuale i valori in riferimento al 

valore del controllo positivo ( Ctr+). 

 

Trangenic Mouse: studi preliminari 

Abbiamo clonato una regione di 1974bp del locus del miR-302 nei siti KpnI e BamHI 

rispettivamente al 5’ e al 3’ del vettore pmR-ZsGreen1 ( Clontech ) ed eseguito la trasfezione del 

contrutto in cellule HEK293A.  La RT-PCR su RNA estratto dai campioni è servita per misurare i 

livelli di espressione del miR302 ed abbiamo determinato la presenza di espressione della ZsGreen 

al microscopio a fluorescenza. 
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