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LINEA DI RICERCA 1 

 

INNOVAZIONE IN DIAGNOSTICA E TERAPIA DELLE NEOPLASIE 
DELL'APPARATO GASTROENTERICO 

 

Responsabile Scientifico: Gianluigi Giannelli  

 

Descrizione 

Individuare un processo neoplastico il più precocemente possibile è una esigenza sia 
del medico quanto del paziente al fine di poter sempre avvantaggiarsi della terapia più 
efficace. In un IRCCS, questo approccio sposa perfettamente l'anima assistenziale e 
quella della ricerca al fine di migliorare la qualità del servizio erogato. Al tempo stesso, 
lo studio di nuovi approcci terapeutici mediante l'impiego di vari modelli sperimentali 
preclinici, rappresenta un'altra grande frontiera nel campo delle malattie neoplastiche. 

 

Obiettivi 

Ingegnerizzare e validare clinicamente un percorso diagnostico e terapeutico più 
accurato e performante di quello attualmente disponibile utilizzato come "gold 
standard". L'ottimizzazione della accuratezza diagnostica per la diagnosi precoce ma 
anche per guidare il governo clinico del paziente con neoplasia dell'apparato 
gastroenterico rappresenta uno degli obiettivi, al pari dell'identificazione di nuovi 
bersagli molecolari che possano essere usati come biomarcatori o come bersagli 
molecolari per disegnare nuovi approcci terapeutici. 
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TITOLO DEL PROGETTO 

1. VALIDAZIONE IN PAZIENTI DI TARGET TERAPEUTICI RESPONSABILI DELLA 
CHEMIO-RESISTENZA NEI TUMORI GASTROINTESTINALI 

2786667 
 

IRG: Oncology 1 - Basic Translational 

SS: Tumor Microenvironment - TME 

Responsabile: Valentina Grossi 

Anno inizio: 2023 

Durata: 36 

Parole chiave: SMYD3, chemioresistenza, danno al DNA, modelli 3D 

Area interesse: 2 Terapeutica 

Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica sperimentale 

 

INTRODUZIONE  

In Italia i tumori del colon-retto (CCR) sono in assoluto i più frequenti (13% dei nuovi 
tumori  diagnosticati all’anno in entrambi i sessi); in particolare, rappresentano la terza 
neoplasia più frequente  negli uomini (dopo i tumori della prostata e del polmone) e la 
seconda nelle donne (dopo il tumore  della mammella). Inoltre, il 25% dei pazienti va 
incontro a recidiva anche dopo resezione del tratto  interessato dalla neoplasia. 
Attualmente, il principale trattamento terapeutico è la chemioterapia, capace  di 
distruggere le cellule in attiva replicazione mediante il danneggiamento del DNA. 
Durante la fase  S/G2, le rotture a doppio filamento (Double strand breaks: DSBs) 
vengono riparate per  Ricombinazione Omologa (Homologous Recombination: HR). 
L’attivazione dei sistemi di riparo del  DSB è uno dei principali meccanismi che 
promuovono la chemioresistenza, pertanto terapie mirate che  agiscono su di essa 
risultano essere una potenziale strategia terapeutica, così come è stato già descritto  
per BRCA1, BRCA2 e RAD51 [1-5]. Tant’è vero che oggi alcuni trials clinici prevedono 
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la  caratterizzazione delle mutazioni dei geni dell’HR e dello status dell’HRD 
(homologous recombination  deficiency) score per valutare la resistenza alle terapie a 
base di derivati del platino.  

In particolare, quindi, inibire i modificatori epigenetici può portare alla 
ri-sensibilizzazione dei tumori  alla chemioterapia, data la reversibilità delle alterazioni 
epigenetiche.  

SMYD3 è una proteina altamente espressa in circa un terzo dei pazienti con CCR 
[6-10]. Nonostante  sia un’istone H3K4 metil-transferasi, vari studi suggeriscono che la 
sua attività oncogenica possa anche  essere mediata da interazioni funzionali con 
proteine non istoniche. Quindi, al fine di comprendere al  meglio il ruolo di SMYD3 nella 
chemioresistenza è di fondamentale importanza l’identificazione di  nuovi interattori.   

Recentemente è stato dimostrato come SMYD3 abbia un ruolo fondamentale nel riparo 
del DSB con la  formazione dei complessi dell’ HR, in esperimenti con neocarziostatina 
(che induce DSB) e inibitore di  SMYD3 [11, 12], confermando che alti livelli proteici di 
SMYD3 nelle cellule tumorali siano richiesti  per la riparazione del DNA e siano 
responsabili della chemioresistenza. Il nostro gruppo di ricerca ha  recentemente 
pubblicato un lavoro, i cui dati dimostrano che SMYD3 è un interattore diretto dei  
principali membri del pathway dell’HR, come ATM, CHK2 e BRCA2 ed è richiesto per il 
riparo delle  rotture a DSBs. La fosforilazione di SMYD3 indotta da ATM porta alla 
formazione dei complessi  dell’HR e promuove il reclutamento di RAD51 ai siti di DBS 
in risposta al danno endogeno o alla  somministrazione di agenti danneggianti il DNA 
(come i chemioterapici) nel cancro del colon-retto e  della mammella [13].  

Interessante è proprio il fatto che il suo ruolo nel complesso dell’HR rende SMYD3 un 
valido bersaglio  terapeutico. Questa proposta progettuale è volta a valutare in una 
coorte di pazienti che beneficiano  della chemioterapia (neo-adiuvante e adiuvante) 
l’espressione di SMYD3 e il suo coinvolgimento nei  meccanismi di resistenza. 
Verranno utilizzati anche modelli preclinici 3D derivanti da pazienti per valutare 
l’efficacia degli inibitori di SMYD3, combinati con chemioterapici attualmente in uso 
nelle  terapie del CRC.  

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO  

Obiettivo specifico 1 

Studio dell’espressione tissutale di SMYD3 nei tumori gastroenterologici di  pazienti 
sottoposti a terapia neo-adiuvante (tumori del retto localmente avanzati, carcinomi 
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gastrici  avanzati) e recidivati dopo terapia adiuvante. I campioni saranno sottoposti ad 
analisi dell’espressione  genica a livello tissutale (trascrittomica spaziale) su tessuti 
fissati in formalina (FFPE) e sottoposti a  sequenziamento NGS.  

Per valutare il potenziale dell’applicazione clinica della proposta terapeutica valuteremo 
per prima cosa  l’espressione tissutale di SMYD3 in una coorte di pazienti sottoposti a 
terapia neo-adiuvante (tumori  del retto localmente avanzati, carcinomi gastrici 
avanzati) e recidivati dopo terapia adiuvante classificati nell’archivio dell’unità di 
Anatomia Patologica. I tessuti analizzati che mostreranno elevati  livelli di espressione 
di SMYD3 verranno avviati ad analisi di trascrittomica spaziale (10x Genomics) e  
sequenziamento NGS (in service). Attraverso la trascrittomica spaziale si potrà riuscire 
ad individuare  centinaia o migliaia di trascritti su un singolo tessuto, andando a 
localizzarli in modo preciso in base al  loro contesto biologico. Grazie a questa 
tecnologia sarà possibile studiare l'eterogeneità  dell’espressione genica di diverse 
regioni di uno stesso tessuto, o di specifiche popolazioni cellulari  presenti, o ancora di 
distinguere i profili di espressione di zone di tessuto interessate da processi  patologici 
(tumori) rispetto a zone che appaiono normali o rispetto a tessuti di controllo.  

Questo ci permetterà di individuare realmente i pazienti eligibili per una terapia 
chemio-sensibilizzante  con inibitori di SMYD3 e CHT convenzionale.  

Obiettivo specifico 2 

Validazione dell’effetto della manipolazione di SMYD3 in modelli di organoidi  ottenuti 
da pazienti affetti dai tumori sopraindicati con lo scopo di sensibilizzare i tumori chemio 
resistenti con gli inibitori di SMYD3.  

L’importanza del dato di espressione tissutale nel contesto tumorale in risposta e/o 
resistenza alla  terapia ci permetterà di traslare l’idea sperimentale che vede SMYD3 
come uno degli attori  responsabili della chemioresistenza delle cellule tumorali e 
validare l’effetto della manipolazione di  SMYD3 in modelli di organoidi ottenuti da 
pazienti sottoposti a terapia neo-adiuvante (tumori del retto  localmente avanzati, 
carcinomi gastrici avanzati) e recidivati dopo terapia adiuvante.  

Pezzi operatori freschi di pazienti affetti da neoplasie gastrointestinali sopraelencate, 
verranno  processati per la coltura in vitro al fine di ottenere organoidi che ricapitolino le 
caratteristiche  funzionali e strutturali del tessuto d’origine.  

Data la loro capacità di mantenere inalterate le caratteristiche del tessuto e del 
paziente d’origine e di  espandersi illimitatamente, gli organoidi saranno poi utilizzati 
per gli studi in vitro. Sulla base delle analisi del profilo trascrittomico dei campioni a 
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livello tissutale, gli organoidi tumorali  verranno trattati secondo protocolli personalizzati 
con inibitori di SMYD3 in combinazione con CHT  convenzionale. Testeremo l’efficacia 
di un nuovo inibitore EM127 recentemente pubblicato (PMID:  36116234) e brevettato 
(n. 102022000021138). Il nuovo inibitore covalente di SMYD3, può agire con maggiore 
potenza e selettività rispetto agli inibitori SMYD3 di prima generazione e può esercitare  
effetti anti-tumorali di lunga durata a causa dell'inattivazione completa e irreversibile 
dell'attività  enzimatica. I risultati in vitro hanno mostrato che il nuovo composto EM127 
ha indotto una  significativa riduzione della crescita delle cellule tumorali del CCR in 
modo molto più efficiente degli  inibitori commercialmente disponibili, BCI-121 e 
EPZ031686.  

La validazione dell’effetto della manipolazione di SMYD3 in modelli di organoidi ottenuti 
da pazienti  affetti dai tumori sopraindicati ha lo scopo di sensibilizzare i tumori 
chemio-resistenti con gli inibitori  di SMYD3.  

Obiettivo specifico 3 

Caratterizzazione molecolare degli effetti della manipolazione di SMYD3 sui modelli 3D 
ottenuti dai pazienti che sono stati criopreservati in OCT e/o fissati in formalina (FFPE) 
prima e dopo trattamento farmacologico (chemioterapia+inibitore di SMYD3). I 
campioni verranno  sottoposti ad analisi dell’espressione genica a livello tissutale 
(trascrittomica spaziale) e  sequenziamento NGS.  

Una parte degli organoidi tumorali ottenuti da pazienti indicati sopra e sottoposti a 
trattamenti secondo  protocolli personalizzati con inibitori di SMYD3 in combinazione 
con CHT convenzionale (obiettivo  2) verranno criopreservati in OCT e/o fissati in 
formalina (FFPE). Questi campioni verranno sottoposti  ad analisi dell’espressione 
genica a livello tissutale (trascrittomica spaziale, 10x Genomics) e  sequenziamento 
NGS (in service). Verrà inoltre valutato il profilo proteomico in termini di RPPA  (reverse 
phase protein array) e la localizzazione tissutale di biomarcatori di resistenza ai  
chemioterapici. La tecnologia RPPA è una piattaforma di analisi molecolare basata 
sull’utilizzo di  anticorpi specifici e sfrutta i principi dell’amplificazione del segnale 
utilizzati nella diagnostica clinica,  per misurare i livelli di centinaia di proteine e le loro 
modificazioni post-traduzionali (e.g. fosfo proteine). Questo ci permetterà di studiare 
l’effetto dell’inibizione di SMYD3 e della combinazione con  i chemioterapici sulla rete di 
trasduzione del segnale intracellulare.   
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DATI PRELIMINARI 

Dato che SMYD3 ha un ruolo fondamentale nel riparo del DSB con la formazione dei 
complessi dell’  HR, come dimostrato da esperimenti con neocarzinostatina (che 
induce DSB) e inibitore di SMYD3  [20], i risultati ottenuti dimostrano come gli alti livelli 
proteici di SMYD3 nelle cellule tumorali siano  richiesti per la riparazione del DNA e 
siano responsabili della chemioresistenza.   

In collaborazione con l’unita di Chirurgia che ha seguito i pazienti nel decorso clinico 
abbiamo selezionato quelli che possiedono i requisiti richiesti secondo la proposta 
progettuale (pazienti con  tumori del retto localmente avanzati e carcinomi gastrici 
avanzati sottoposti a terapia neo-adiuvante). 

Abbiamo poi valutato l’espressione tissutale di SMYD3 nei tessuti di 10 pazienti, 
classificati  nell’archivio dell’unità di Anatomia Patologica. I tessuti analizzati mostrano 
elevati livelli di  espressione di SMYD3 nelle area neoplastiche proliferativamente attive 
residue post terapia neo adiuvante (figura 1). Il risultato ottenuto ha un significato 
maggiore dal punto di vista  clinico/traslazionale, visto che il target farmacologico è 
rappresentato proprio dalla proteina SMYD3.  Come controllo della colorazione viene 
sempre incluso una porzione di tessuto normale (staining  negativo) e porzione 
muscolare nel quale SMYD3 risulta fisiologicamente espresso (staining positivo).  

 
Figura 1. Analisi rappresentativa immunoistochimica di SMYD3 in metastasi epatica metacrona del  carcinoma del 
retto (A) e residui di cellule neoplastiche in un carcinoma del retto medio dopo neo adiuvante (B).  

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE  

Obiettivo 1. La valutazione dell’espressione di SMYD3 sarà effettuata con metodica  
immunoistochimica. I dati clinici, il grado istologico e l’espressione dei marcatori 
molecolari saranno  analizzati con analisi statistiche adeguate allo studio: test esatto di 
Fisher o il test χ2 a seconda dei casi,  analisi ANOVA, test T per campioni indipendenti.   
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Trascrittomica spaziale, tecnologia VISIUM. Basata su una tecnologia brevettata di 
deposizione di  oligo nucleotidi su vetrini di microscopia, permette l’analisi del profilo 
trascrittomico di un campione a  livello tissutale (kit 10x Genomics). La 
caratterizzazione molecolare dei tessuti tumorali, verrà  effettuata mediante la 
tecnologia di sequenziamento di nuova generazione (NGS) (service Illumina).  

Obiettivo 2. Per generare organoidi normali e cancerosi derivanti da pazienti i tessuti 
disgregati  saranno processati con un protocollo specifico (stemcell technologies 
Organoids kit) che permette  l’isolamento e la preservazione delle cellule staminali.   

Verranno testati in vitro gli inibitori di SMYD3 e CHT convenzionale per valutare l’effetto 
chemo sensibilizzante dell’inibizione farmacologica di SMYD3. Verranno condotti saggi 
per valutare la  risposta apoptotica, l’induzione autofagica e la sopravvivenza cellulare 
(ad es. clivaggio delle caspasi,  conversione di LC3, analisi di microscopia e 
biochimiche).  

Obiettivo 3. Una parte degli organoidi dei pazienti ottenuti da pezzi operatori freschi 
dei tumori  sopracitati e trattati con le varie combinazioni farmacologiche verranno 
inclusi in OCT e/o paraffina  per le analisi di Trascrittomica spaziale, tecnologia VISIUM 
(kit 10x Genomics) e sequenziamento  NGS (service Illumina). L’analisi di RPPA 
(reverse phase protein array) verrà condotta in service per  gli stessi campioni presso il 
Servizio Tecnico Scientifico Grandi Strumentazioni e Core Facilities  dell'Istituto 
Superiore di Sanità.  

 

RISULTATI ATTESI  

SMYD3 può essere considerata il “guardiano del genoma” delle cellule tumorali, in 
grado di  preservarne l’integrità mediante la regolazione del ciclo cellulare e della 
risposta al danno al DNA a  doppio filamento da parte dei chemioterapici. L’attivazione 
dei sistemi di riparo del DNA a doppio  filamento è uno dei principali meccanismi che 
promuovono la chemioresistenza, pertanto terapie mirate  che agiscono su di essa 
risultano essere una potenziale strategia terapeutica. La nostra ipotesi è che  SMYD3 
possa fungere da bersaglio molecolare al fine di contrastare la resistenza delle cellule 
tumorali  alla chemioterapia tradizionale.  

Il nostro piano sperimentale sarà focalizzato sulla caratterizzazione del coinvolgimento 
di SMYD3 nella chemio-resistenza. Quindi, ci permetterà di valutare come attraverso 
l’inibizione di SMYD3 sarà  possibile migliorare gli effetti della chemioterapia.   
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Permetterà anche di approfondire il potenziale dell’inibizione di SMYD3 per futuri trial 
clinici in modo  da valutare l’effetto degli inibitori di SMYD3 in nuovi protocolli 
terapeutici.  

 

INNOVAZIONI 

Grazie al piano sperimentale proposto, ci aspettiamo di caratterizzare a livello 
funzionale il ruolo di  SMYD3 nei processi di riparo del DNA e nella risposta alla 
terapia. Ci aspettiamo anche di valutare il  potenziale della manipolazione di SMYD3 
per aumentare la chemiosensibilizzazione, utile per  concepire strategie terapeutiche 
mirate. In particolare, nuovi approcci terapeutici per tumori che  esprimono alti livelli di 
SMYD3, basati sull’uso di inibitori small molecule di SMYD3 (di cui uno,  EM127 è già 
oggetto di brevettazione), può aiutare a superare la resistenza tumorale ai farmaci  
esistenti, così da permettere non solo di ridurre la dose e gli effetti collaterali, ma anche 
di trattare i  tumori che non rispondono alle comuni terapie.  
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TIMELINE  

Obiettivo 1: questi esperimenti verranno completati nel primo anno del progetto  

Obiettivo 2: questi esperimenti inizieranno nel secondo semestre del primo anno e 
verranno  completati nel secondo anno del progetto  

Obiettivo 3: questi esperimenti verranno condotti nel terzo anno del progetto. 
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INTRODUZIONE  

Il carcinoma epatocellulare (HCC) è la forma più comune di tumore al fegato. 
L'infezione da virus dell'epatite B e dell'epatite C sono i principali fattori di rischio per lo 
sviluppo di HCC (1), nonostante la steatoepatite non alcolica associata alla sindrome 
metabolica o al diabete mellito costituisca un fattore di rischio abbastanza frequente nei 
Paesi Occidentali (2). 

Nell’ultimo decennio c’è stato un miglioramento nella comprensione della patogenesi 
molecolare di HCC; le analisi genomiche hanno fornito informazioni riguardo i principali 
responsabili dell’iniziazione e della progressione di HCC. Ogni HCC ha una media di 
40 aberrazioni genomiche e di queste alcune sono considerate driver (3). L’alterazione 
del microambiente è una caratteristica chiave del cancro ed è noto per essere coinvolto 
in tutte le fasi di progressione del tumore: dalla trasformazione iniziale fino alle fasi di 
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invasione e metastasi (4,5). Poiché il carcinoma epatocellulare è strettamente 
associato a un fenomeno infiammatorio, il microambiente immunitario ha un ruolo 
fondamentale nella patogenesi di questa malattia (6). 

Il microambiente dell'HCC, come quello di altri tumori solidi, è un ambiente complesso, 
popolato da diversi tipi di cellule, diverse da quelle tumorali, che interagiscono tra loro 
in diversi modi (contatto diretto cellula-cellula, fattori di crescita secreti, citochine e 
chemochine) (7). 

Tra le molecole maggiormente studiate facenti parte del microambiente del carcinoma 
epatocellulare, c’è il TGFβ, ossia una citochina multifunzionale che ha guadagnato un 
enorme interesse negli ultimi decenni, a causa del suo coinvolgimento in numerosi 
processi fisiologici e patologici (8,9). 

In particolar modo, il TGFβ mostra una forte e diffusa over-espressione nel fegato 
fibrotico e nell'HCC, rispetto al fegato normale, dove la sua presenza è praticamente 
impercettibile (10,11). Inoltre, ha un ruolo cruciale nella regolazione dell’espressione di 
numerosi geni in cellule normali e tumorali (12). 

La piroptosi, un tipo di morte cellulare programmata indotta dalla gasdermina svolge un 
ruolo importante in molte malattie ereditarie, (auto)infiammatorie e nel cancro.  

Le gasdermine sono una famiglia di proteine effettrici formanti pori recentemente 
indentificate che causano la permeabilizzazione della membrana e la piroptosi. Le 
gasdermine sono costituite da un dominio citotossico N-terminale e un dominio 
repressore C-terminale, collegati da un linker flessibile. Il taglio proteolitico tra questi 
due domini, libera il dominio citotossico, consentendogli di inserirsi nelle membrane 
cellulari e di formare grandi pori oligomerici con conseguente alterazione 
dell’omeostasi ionica e morte cellulare (13). Una serie di studi ha evidenziato che 
l’espressione della GSDME, una proteina facente parte della famiglia delle gasdermine, 
è più bassa nelle cellule cancerose di diversi tumori gastroenterici (ad esempio, 
carcinoma gastrico e carcinoma colorettale), rispetto alle cellule normali, a causa 
dell’inattivazione epigenetica causata dalla metilazione del promotore di questa 
proteina, ricco di CpG Island (14). La metilazione silenzia il gene della GSDME, 
fornendo vantaggi per la crescita delle cellule tumorali (15). Per questa ragione 
abbiamo posto come obiettivi:  

1. valutare l’espressione della GSDME in cellule e tessuti di epatocarcinoma rispetto 
alla controparte normale, per valutare una possibile strategia terapeutica che ne 
permetta l’espressione, a svantaggio delle cellule tumorali.  
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2. valutare se la sua eventuale mancata espressione nella controparte tumorale, è 
dovuta all’azione regolatrice esercitata dal TGFβ, presente abbondantemente nel 
microambiente tumorale di HCC, attraverso metilazione del promotore o altri 
meccanismi, seguito da uno studio sul meccanismo molecolare, al fine di realizzare 
nuove potenziali strategie terapeutiche.  

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

L’obiettivo principale di questo studio consiste dapprima nella conversione fenotipica e 
genotipica, partendo da una condizione di totale, o quasi totale, assenza intracellulare 
della proteina pro-apoptotica GSDME, caratteristica questa, di cellule neoplastiche del 
tratto gastro-enterico, ad una condizione di elevata espressione citoplasmatica. Questo 
studio proseguirà con quello per la caratterizzazione del pathway coinvolto al fine di 
attivare le proprietà citotossiche e pro-apoptotiche della GSDME con conseguente 
eradicazione delle cellule tumorali. 

La nostra ipotesi di lavoro è schematicamente riassunta nei seguenti obiettivi specifici: 

1.​ Screening trascrizionale e proteico per la GSDME di linee cellulari tumorali, 
fibroblasti associati al tumore e cellule primarie di HCC in rapporto alla loro controparte 
wild-type (linee cellulari) e peri-tumorali (fibroblasti non tumorali, e cellule primarie). 

2.​ Studio del meccanismo molecolare attraverso il quale le cellule tumorali riescono a 
ridurre i livelli citosolici della GSDME; in dettaglio, dati preliminari dimostrano come le 
stesse cellule tumorali (linee cellulari e primary cells) secernano GSDME attraverso la 
fuoriuscita di esosomi, la quale, a sua volta, è drasticamente inibita da TGFβ. Pertanto, 
l’inibizione della biogenesi/rilascio esosomiale, da parte di farmaci già conosciuti 
(GW4869 o Manumicina), che mimino l’azione del TGFβ, consentirebbe una strategia 
di accumulo di GSDME all’interno della cellula. Tali esperimenti verranno condotti in 
vitro su linee cellulari e cellule primarie (fibroblasti e HCC). 

3.​ Attivazione del pathway della GSDME con conseguente morte cellulare in vitro ed 
in vivo. Gli esperimenti in vitro verranno effettuati su cellule di HCC (linee cellulari e 
cellule primarie), utilizzando i classici inibitori della biogenesi/secrezione degli esosomi, 
affiancati all’utilizzo dell’attivatore della caspasi-3, raptinal, che a sua volta interviene 
sulla GSDME attivandone le sue funzioni pro-apoptotiche. La parte in vivo prevede 
l’utilizzo di modelli murini di HCC, in particolare topi con tumori ectopici di HCC 
(mediante injection sottocute di cellule tumorali quali HLC19 e PLC/PRF/5) ai quali 
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verrà somministrata la combinazione dei due farmaci in questione (GW4859 + raptinal), 
e per i quali verrà studiato l’andamento del tumore dal punto di vista morfologico. 

 

Figura 1: Rappresentazione schematica degli obiettivi specifici in vitro (A) ed in vivo (B). 

 

DATI PRELIMINARI 

Sono stati eseguiti studi di screening preliminari dai quali si evince che cellule tumorali 
di HCC e altri tumori del tratto gastro-enterico (linee cellulari, nonché cellule primarie) 
possiedono bassi livelli citoplasmatici di GSDME rispetto alla loro controparte normale. 
Essendo GSDME una proteina altamente pro-apoptotica, è plausibile ritenere che le 
stesse cellule tumorali utilizzino come strategia di sopravvivenza un abbassamento, 
totale o quasi totale, dei livelli citosolici della proteina. 
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Figura 2: Analisi di Western Blot per valutare l’espressione di GSDME in line cellule tumorali di vari tumori del tratto 
gastro-enterico (in alto) e in cellule primarie provenienti da campioni bioptici di HCC (in basso). CRC = colorectal 
cancer, PC = pancreatic cancer, HCC = hepatocarcinoma, CCA = cholangiocarcinoma. 

Si è passati quindi al ruolo del TGFβ sulla frazione citosolica ed esosomiale di GSDME. 

 

Figura 3: Analisi di Western Blot su cellule HepG2 trattate con TGF. Gli estratti proteici derivano da cellule e da 
esosomi derivanti dalle stesse. 

Tali risultati confermano un coinvolgimento diretto del TGFβ sui livelli di GSDME; in 
dettaglio si vede come il trattamento con TGFβ aumenti i livelli di GSDME 
intracitoplasmatici riducendo la sua concentrazione negli esosomi, risultando pertanto 
fungere da agente pro-apoptotico. Tuttavia, poiché a causa della sua pleiotropicità non 
è plausibile prevedere un suo utilizzo in terapia anti-tumorale, abbiamo effettuato 
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esperimenti successivi utilizzando inibitori della biogenesi/rilascio esosomiale, quali 
GW4869 e Manumicina. 

 

Figura 4: Analisi di Western Blot su cellule HepG2 trattate con due diversi inibitori della biogenesi degli esosomi: 
GW4869 e Manumicina. 

In tal modo riusciamo a mimare l’azione del TGFβ bloccando la GSDME all’interno 
delle cellule. Il passo successivo consiste nell’attivare la GSDME al fine di promuovere 
la piroptosi delle cellule tumorali.  

 

Figura 5: Analisi di Western Blot su cellule HepG2 trattate con GW4869 + raptinal (lane 3), che mostra come la 
combinazione dei due farmaci sia più efficiente sull’attivazione della caspase-3 e della GSDME, rispettivamente. 
Ac-DEVD-CMK = inibitore della caspase-3; GSDME-FL = GSDME full-length protein, frammento inattivo; GSDME-N 
= frammento N-terminale, porzione attiva, della GSDME; pro-caspasi-3 = caspase-3 full-length, frammento inattivo; 
p19 = frammento attivo della caspase-3. 
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Come si evince da questi dati preliminari, la combinazione dei due farmaci (GW4869 + 
raptinal) comporta una maggiore attivazione della GSDME che si traduce in piroptosi 
delle stesse cellule tumorali. Questi dati verranno riproposti in tutte le altre linee di HCC 
a nostra disposizione, nonché sui CAFs e cellule primarie di HCC. Inoltre, verranno 
utilizzate altre metodologie per corroborare tali risultati. Una volta confermati tutti i dati 
in vitro (sia in 2D che in 3D), la sperimentazione si sposterà sui modelli animali, dove 
verrà proposta la stessa suddetta strategia. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Lo studio proposto verrà condotto con metodiche standard di biologia cellulare e 
molecolare, di biochimica e tecniche di clonaggio genico. Si procederà dapprima alla 
preparazione dei lisati proteici di tutte le linee cellulari in questione, fibroblasti normali 
ed associato al tumore (CAFs) e di cellule primarie, seguita da un’analisi qualitativa e 
quantitativa di Western Blot. Una volta appurata la differenza di espressione di GSDME 
tra le cellule tumorali e la loro controparte normale passeremo allo studio del ruolo del 
TGF come regolatore dei livelli citosolici di GSDME, tramite trattamento di colture 
cellulari per un range di tempo di una settimana, da espletare con saggi di Western 
Blot. Poiché: 1. dati preliminari in nostro possesso indicano un ruolo del TGF non a 
livello trascrizionale, bensì meccanicistico, con un accumulo citosolico di GSDME 
rispetto alla frazione esosomiale, attribuendo quindi una tendenza della citochina ad 
assumere un ruolo pro-apoptotico e 2. non potendo sfruttare tale proprietà 
pro-apoptotica del TGF a causa dei suoi effetti pleiotropici, tratteremo le cellule con due 
inibitori della biogenesi/rilascio esosomiale, GW4869 e Manumicina, per una 
deplezione farmacologica degli esosomi in combinazione con una deplezione proteica 
non farmacologica, attraverso il sistema di knock-out proteico chiamato TRIM-away 
(16). Questa recente metodologia di knock-out prevede dapprima la generazione di 
cellule esprimenti in maniera stabile la proteina TRIM21, una proteina E3 ubiquitinasi. 
A tal fine, le cellule sono state infettate con lentivirus contenenti il cDNA di TRIM21 
umana e successivamente i cloni di cellule positivi sono stati selezionati con 
trattamento antibiotico (puromicina). Una volta ottenute cellule target, nella fattispecie 
Hlc19 e PLC/PRF/5, overesprimenti TRIM21, verranno elettroporate con l’anticorpo 
anti-ALIX (costituente cardine degli esosomi), per ottenere un knock-out non 
farmacologico di ALIX e di conseguenza degli esosomi secreti. Le suddette cellule 
saranno sottoposte ad analisi di Western Blot e di immunofluorescenza per valutare i 
livelli intracellulari di GSDME. Il secondo step prevede l’utilizzo del raptinal per 
l’attivazione della caspasi-3, immediatamente a monte di GSMDE, che provvederà alla 
sua completa attivazione, provocando morte cellulare piroptosi-mediata. L’attivazione 
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della caspasi-3 sarà testata tramite tecniche di immunofluorescenza, per mezzo 
dell’utilizzo del caspase-3 glo, un fluoroforo che ne riconosce esclusivamente la sua 
forma attiva, nonché tramite Western Blot, così anche l’attivazione della GSDME. 
L’avvenuta piroptosi verrà valutata tramite analisi citofluorimetriche (attraverso staining 
di Annexina V/PI) e microscopiche (visualizzazione in campo chiaro e in fluorescenza 
con il marker di morte cellulare Sytox green). In questo contesto si prevede la 
generazione di organoidi di Hlc19 e PLC/PRF/5, trattati con GW4869 + raptinal, per 
effettuare un esperimento di time-lapse (in campo chiaro e con Sytox green) in modo 
da seguirne la morte cellulare. 

Gli esperimenti in vivo prevedono l’utilizzo di 90 Foxn1 female nude mice. Per ogni 
animale verranno somministrate 5-8 x106 cellule PLC/PRF/5 sotto cute. Inoltre, in ogni 
animale saranno somministrati i seguenti composti nel modo seguente: GW4869 a 1.5 
mg/kg, intraperitonealmente, ogni giorno per 6 giorni (partendo dal giorno1) e con 20 
mg/kg di raptinal intraperitonealmente a giorni alterni per 27 giorni (o fino al termine del 
trattamento), partendo dal giorno 3. Entrambi i reagenti saranno solubilizzati in 12.5% 
Cremophor, 12.5% ethanol, in 75% di soluzione salina sterile. Tutte le diluizioni 
successive saranno effettuate in PBS 1X. 

Ogni gruppo sarà formato da 10/12 animali così distribuiti. 

Gruppi: 

1)​ Vehicle 

2)​ Raptinal 

3)​ GW4869 

4)​ Raptinal + GW4869 

5)​ Raptinal (two days a week) + GW4869 

6)​ Raptinal (two days a week) 

L'eventuale riduzione della massa tumorale sarà misurata con Caliper e il peso di 
ciascun animale verrà misurato due volte a settimana. 

Al termine del trattamento verrà preso il plasma da ciascun animale per ulteriori 
eventuali analisi. 
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RISULTATI ATTESI 

Gli esperimenti condotti prevedono la validazione della strategia proposta, sia con un 
approccio in vitro (utilizzando cellule in piattaforma 2D e 3D), che con uno in vivo 
(utilizzando modelli murini come piattaforma sperimentale), che, nello specifico, 
consiste nell’utilizzo combinato e sinergico di due farmaci, GW4869 (o Manumicina) in 
cooperazione con il raptinal. I risultati attesi da tali esperimenti si riassumono:  

1.​ Conferma in vitro dei dati preliminari su proposti. Nella fattispecie, verifica dei due 
steps, accumulo e attivazione, attraverso quantificazione dei livelli proteici intracellulari 
di GSDME (tramite Western Blot ed immunofluorescenza) della forma matura e della 
forma clivata, suo indice di attivazione e marker di morte cellulare (riscontrabile con 
analisi citofluorimetriche). Tali risultati in vitro, verranno inseriti in un contesto più ampio 
di esperimenti che prevedono l’utilizzo di modelli murini.  

2.​ A seguito della crescita tumorale ectopica, gli animali verranno trattati con i due 
farmaci e ne verrà seguita la morfologia della massa tumorale nel tempo. Da tali 
esperimenti si auspica una significativa riduzione del tumore nell’arco di poche 
settimane. 

 

INNOVAZIONI 

Tale ricerca ha come obiettivo quello di elucidare i meccanismi sottostanti la 
downregolazione della proteina pro-apoptotica, GSDME, nelle cellule tumorali del tratto 
gastro-enterico, al fine ultimo di impedire alle stesse di evadere i meccanismi di morte 
cellulare. Questo studio rappresenta il primo approccio, in tal senso, verso una 
reversibilità fenotipica da cellula tumorale a cellula wild-type, in termini di regolazione 
ed espressione di proteine coinvolte nella morte cellulare. Ne deriva, come logica 
conseguenza, che, qualora confermati i suddetti dati preliminari, si otterrebbe un ampio 
spettro di possibili interventi, che auspicano a bypassare i meccanismi molecolari della 
downregolazione di GSDME portando all’eradicazione di cellule tumorali. L’innovazione 
del progetto presentato consiste, quindi, nell’aver identificato un nuovo pathway, 
rappresentato dal rilascio di GSDME per mezzo di esosomi tumorali, che può essere 
oggetto di studi ulteriori volti alla generazione di nuovi interventi terapeutici, i quali, 
potrebbero rappresentare alternative terapeutiche alla chemioterapia convenzionale ed 
ai protocolli standard, traducendosi in benefici a lungo termine e migliorando 
l'assistenza sanitaria, la vita dei pazienti con un impatto sociale significativo. 
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TIMELINE 

Event/Name Start End Length 

Screening of all available HCC cell lines, CAFs and primary 
cells; role of TGFb on GSDME expression level in vitro  0       6 6 

In vitro studies of exosome inhibition and phenotype 
overturning 6 12 6 

In vitro assessment of the molecular pro-apoptotic pathway 
activation 12 24 12 

In vivo assessment of therapeutic efficacy of drug combination 
on tumor size 18 36 12 

Management,Scientific, Technological, Economic impact. 1 36 36 
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3. CARATTERIZZAZIONE DI ACIDI NUCLEICI PER IDENTIFICARE MARCATORI 
PROGNOSTICI E TARGET TERAPEUTICI NEI TUMORI GASTROINTESTINALI 
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Tipologia progetto: Preclinica 

 

INTRODUZIONE  

I tumori del tratto gastrointestinale (GI) rappresentano la forma più comune di cancro, 
che colpisce sia uomini che donne [1]. Il cancro è una malattia multifattoriale, causata 
dall'accumulo di alterazioni genetiche e di modificazioni epigenetiche a carico di geni 
che controllano la proliferazione, il differenziamento e il riparo del DNA. La maggior 
parte di queste alterazioni genetiche ed epigenetiche sono di tipo somatico e sono 
responsabili dei cosiddetti tumori sporadici. Tuttavia, una piccola percentuale di questi 
tumori (tumori da predisposizione ereditaria) è determinata da mutazioni germinali [2]. 
In questo contesto, l'utilizzo di tecnologie omiche, mediante il sequenziamento di nuova 
generazione (NGS) consente la scansione degli acidi nucleici al fine di caratterizzare 
l'intero genoma (Whole Genome Sequencing, WGS), la sua porzione codificante 
(Whole Exome Sequencing, WES), RNA messaggero e RNA non codificante 
(RNA-Sequencing), le modifiche epigenetiche che partecipano al controllo 
dell’espressione genica (epigenoma, ChIP-Seq, Methylation seq, ATAC-Seq). Inoltre, 
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un ́ulteriore tecnologia omica, quale Single Nucleotide Polymorphism array (SNP-array) 
consente la caratterizzazione di varianti intersperse in tutto il genoma. L’utilizzo 
combinato di tali tecnologie per la caratterizzazione degli acidi nucleici permette di 
studiare lo stato, la distribuzione, le alterazioni genetiche ed epigenetiche a livello 
germinale e somatico. Inoltre, l'utilizzo di tali tecnologie permette l’analisi di acidi 
nucleici liberi rilasciati dal tumore e circolanti (ctDNA, ctRNA) nel sangue periferico o in 
altri liquidi corporei. L'analisi "omica" degli acidi nucleici dei tumori GI apre la via a 
diversi approcci nello studio della malattia per:  

(a) l’identificazione delle sindromi eredo-familiari gastrointestinali;  

(b) la diagnosi precoce dei tumori gastrointestinali;  

(c) l'oncologia di precisione.  

Lo studio dello stato mutazionale di un paziente, mediante l'analisi contemporanea dei 
principali geni predisponenti alle sindromi tumorali GI permette una più rapida diagnosi 
di tali sindromi. Nell'ottica di una medicina personalizzata, l'identificazione di mutazioni 
germinali predisponenti a sindromi ereditarie dei tumori GI, consente una migliore e più 
specifica sorveglianza clinica nei pazienti. In tale contesto l'utilizzo di pannelli 
multigenici così come un'analisi approfondita dell’intero esoma/genoma potrebbe 
portare all'identificazione di nuovi geni associati a sindromi predisponenti ai tumori GI. 
Allo stesso tempo, l’analisi del ctDNA/ctRNA, consente di:  

i) effettuare una diagnosi precoce dei tumori, che siano essi sporadici o determinati da 
predisposizione genetica;  

ii) definire la prognosi del paziente;  

iii) valutare la risposta alla terapia;  

iv) monitorare il decorso della malattia nel tempo, con la verifica dell’insorgenza di 
eventuali mutazioni somatiche secondarie, responsabili dei meccanismi di resistenza, 
che potranno permettere al clinico di selezionare la sequenza ottimale di trattamento 
utilizzando farmaci target di seconda linea terapeutica.  

Per i pazienti la diagnosi e il trattamento (chemioterapico e/o chirurgico) di cancro in 
stadio iniziale, rappresenta una risoluzione sicuramente più efficace [3].  

Diversi studi, hanno inoltre dimostrato come la presenza di specifiche alterazioni 
somatiche genetiche ed epigenetiche degli acidi nucleici, posso influenzare la risposta 
ai più comuni trattamenti antitumorali. L'oncologia di precisione è nata dall'idea che la 
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comprensione delle basi molecolari del tumore di un paziente crea l'opportunità di 
utilizzare farmaci per colpire selettivamente le cellule tumorali che ospitano questi 
cambiamenti genetici [4]. La caratterizzazione degli acidi nucleici per la 
caratterizzazione delle alterazioni genetiche e dello stato epigenetico rappresenta una 
interessante strategia per decifrare i processi di cancerogenesi e progressione dei 
tumori GI e fornire dati interessanti per sviluppare approcci terapeutici innovativi.  

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

La presenza di una Biobanca nel nostro Istituto, favorisce la possibilità di caratterizzare 
gli acidi nucleici a partire da diversi tipi di campioni biologici. 

Il materiale biologico di partenza è costituito da: 

-acidi nucleici estratti da materiale biologico (sangue, saliva, tessuto normale e 
tumorale) di pazienti, già presenti in Biobanca; 

-​ acidi nucleici ottenuti a partire dal linee cellulari continue di tumori gastrointestinale 
e sferoidi da esse derivate; 

-​ acidi nucleici ottenuti da linee staminali e organoidi tumorali e normali derivati da 
pazienti con tumori gastrointestinali; 

-​ acidi nucleici ottenuti da tessuti tumorali e normali derivati da pazienti con tumori 
gastrointestinali; 

-​ acidi liberi nucleici (ctDNA/ctRNA ) estratti da sangue periferico o altri liquidi 
biologici. 

L’analisi di acidi nucleici mediante tecnologie “omiche” e di biologia molecolare (WES, 
WGS, SNP- array, Chip-Seq, ATAC-Seq, RNA-Seq) consente di caratterizzare con 
altissima risoluzione il genoma, l’epigenoma e il trascrittoma dei pazienti con tumori GI. 

Nell’ambito delle sindromi eredo-familiari dei tumori gastrointestinali, l’utilizzo della 
tecnologia di NGS consente di analizzare pannelli multigenici per l’identificazione di 
alterazioni genetiche germinali in geni notoriamente predisponenti alle sindromi 
tumorali gastrointestinali. Inoltre mediante tale tecnologia, è possibile analizzare regioni 
codificanti e regioni non codificanti del genoma (Pannelli multigenici, WES, SNP-array) 
per l’identificazione di nuovi geni/varianti genomiche responsabili alle sindromi 
eredo-familiari dei tumorali GI. Inoltre, la caratterizzazione di varianti genomiche 
intersperse nell’intero genoma (SNP-array) consente di caratterizzare aplotipi genetici 
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e di decifrare come la combinazione di più varianti genetiche può contribuire ad un 
aumentato rischio (rischio poligenico) di sviluppare tumori (familiari e/o sporadici) 
gastrointestinali. In tale contesto, l’integrazione di dati “omici” derivanti da 
sequenziamento della cromatina (ChIP-Seq) e dell’RNA (RNA-seq) rappresenta 
un’importante strategia per la valutazione degli effetti delle varianti genomiche sullo 
stato dei meccanismi di regolazione dello stato epigenetico e dell’espressione genica. 

Inoltre, l’analisi di acidi nucleici estratti da tessuto normale e tumorale di pazienti che 
hanno sviluppato tumori GI consente di caratterizzare il profilo 
genomico/epigenomico/trascrittomico dei tumori. Tale caratterizzazione è utile per 
classificare dal punto di vista molecolare i tumori di tali pazienti e valutare possibili 
bersagli molecolari target di terapia. 

La possibilità di accedere ad una estesa piattaforma di materiale biologico, come ad 
esempio linee cellulari staminali e gli organoidi provenienti da tessuto tumorale e 
normale di pazienti, rappresenta un’importante risorsa per la valutazione e lo studio del 
trattamento farmacologico con diversi composti al fine di bloccare specifici bersagli 
molecolari. L’analisi degli acidi nucleici mediante le tecnologie “omiche” consente di 
caratterizzare i profili genomici, epigenomici e trascrittomici al fine di identificare 
possibili strategie di trattamento farmacologico. 

 

RISULTATI ATTESI 

Il nostro piano sperimentale sarà focalizzato sulla caratterizzazione degli acidi nucleici 
provenienti da pazienti con tumori del tratto gastrointestinale. Grazie al piano 
sperimentale presentato, sarà possibile identificare nuove varianti genomiche e nuovi 
geni che conferiscono predisposizione e/o suscettibilità a tumori eredo familiari. 
Mediante la caratterizzazione degli acidi nucleici in pazienti con tumori GI, sarà 
possibile caratterizzare dal punto di vista molecolare e funzionale varianti geniche di 
significato clinico incerto delle sindromi note o nuove, con lo scopo di accrescere il 
numero di marcatori genetici per la prevenzione e la sorveglianza clinica. Inoltre sarà 
possibile identificare nuove sindromi, attraverso la caratterizzazione di nuove 
caratteristiche cliniche e fenotipiche, associate a geni nuovi o precedentemente 
identificati che conferiscono predisposizione e/o suscettibilità all'insorgenza della 
patologia. Mediante l'utilizzo di tecnologie omiche per la caratterizzazione degli acidi 
nucleici sarà inoltre possibile decifrare le alterazioni 
genomiche/epigenomiche/trascrittomiche dei tumori GI. Tale caratterizzazione 
molecolare ci permetterà di individuare nuove strategie terapeutiche per il trattamento 
dei tumori GI. 
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TIMELINE 

Anni 1-3 

Tutte le attività di ricerca indicate nel presente progetto saranno portate avanti per tutta 
la durata dello stesso al fine di caratterizzare dal punto di vista clinico e molecolare il 
maggior numero possibile di campioni conservati nella Biobanca dell’Ente. Quindi, 
procederemo con l’ estrazione degli acidi nucleici e l’analisi degli stessi mediante 
pannelli NGS, studi funzionali su colture di cellule staminali, sferoidi e organoidi derivati 
da pazienti affetti da tumori del tratto gastrointestinale. I dati ottenuti saranno elaborati 
mediante specifici software per l’analisi di dati molecolari. 
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INTRODUZIONE  

Le alterazioni epigenetiche presentano cambiamenti dinamici e reversibili che non sono 
causati da cambiamenti nella sequenza nucleotidica del DNA, ma sono causati da 
cambiamenti nei livelli di metilazione del DNA, modifiche post-traduzionali delle 
proteine istoniche, rimodellamento cromatinico o interferenze nei meccanismi mediati 
da molecole di RNA non codificanti, che alterano la regolazione dell'espressione genica 
in maniera spazio temporale [1]. 

La complessità dei meccanismi di rimodellamento della struttura tridimensionale della 
cromatina è responsabile dei principali processi di regolazione dell'espressione genica. 
Gli enzimi epigenetici modificano gli istoni che fungono da marchi epigenetici, 
rendendola più o meno accessibile al macchinario trascrizionale [2]. 
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L'introduzione di tecnologie ad alta processività, come il sequenziamento di nuova 
generazione (NGS), ha permesso lo studio dello stato, della distribuzione e delle 
modifiche dei marchi epigenetici nei tessuti normali e tumorali. Questi studi hanno 
dimostrato che cambiamenti a carico dello stato di metilazione e del rimodellamento 
della cromatina, nonché cambiamenti coinvolgenti geni che codificano per le proteine 
complessate a livello della cromatina [3]. 

La metilazione delle proteine istoniche è uno dei principali meccanismi di regolazione 
epigenetica che regola la trascrizione sia durante lo sviluppo normale che patologico. 
Le proteine epigenetiche cruciali note come metiltrasferasi (PMTs) e lisine 
metiltrasferasi (PKMTs) [4]. La metilazione istonica delle lisine si verifica tipicamente a 
livelli di residui istonici specifici come H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H4K5 e H4K20. 
L'attivazione o la repressione dell'accessibilità cromatinica è determinata dalla 
metilazione di questi marchi istonici, che varia in base al tipo di istone e al residuo 
aminoacidico sottoposto alla metilazione [5,6]. 

La famiglia delle proteine SMYD (SET and MYND-Domain), che comprende cinque 
proteine (SMYD1-5), fa parte della famiglia delle PKMTs, proteine capaci di interagire 
con e metilare diverse proteine istoniche e non istoniche determinando alterazioni 
dell‟accessibilità della cromatina e alterazioni dell‟espressione genica [7]. 

In letteratura, un numero crescente di prove indica che SMYD3 è sovraespresso in 
diversi tumori umani, evidenziando il suo ruolo cruciale nella cancerogenesi e nella 
progressione tumorale [7]. SMYD3 è coinvolta in diversi tipi di cancro, il che la rende un 
interessante bersaglio per lo sviluppo di nuovi farmaci. Diversi studi riportati nella 
letteratura scientifica hanno messo in evidenza un‟associazione tra livelli elevati di 
espressione di SMYD3 e progressione del tumore, suggerendo che l‟overespressione 
del gene SMYD3 potrebbe rappresentare un potenziale fattore prognostico in diversi 
tipi di tumore. SMYD3 è stata dapprima caratterizzata come istone H3K4/H4K5 
metiltrasferasi, coinvolta nell‟attivazione trascrizionale quale membro del complesso 
dell‟RNA polimerasi. I suoi geni bersaglio sono i regolatori chiave della proliferazione 
cellulare, del ciclo cellulare e della transizione epitelio-mesenchimale. Topi SMYD3-KO 
non hanno mostrato significative alterazioni dopo una completa fenotipizzazione [8]. 

In vivo, la sovraespressione di SMYD3 promuove la progressione del cancro del 
pancreas [9], del polmone [10], del fegato, del colon-retto (CCR) [11], del seno [12], 
dell‟ esofago [13] e dell‟ovaio [14]. Tuttavia, ad oggi l'attività oncogenica specifica di 
SMYD3 in questi processi è oggetto di un dibattito emergente in cui il ruolo di questa 
metil transferasi non è stato ancora completamente compreso. 
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Inoltre, SMYD3 agisce come attivatore trascrizionale di diversi geni bersaglio coinvolti 
in vie di segnalazione della morte cellulare e della proliferazione (ad esempio, hTERT, 
Wnt10b) [15,16], della transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) (ad esempio, SLUG, 
MMP2 , Vim, Met) [11,12,17–19], nonché oncogeni (es. c-MYC, JAK/STAT, CTNNB1) 
[11] e geni regolatori del ciclo cellulare (es. CCNA2, CCND1, CCNE1 , PCNA, CDK2) 
[7]. Inoltre, SMYD3 interagisce e metila diverse proteine non istoniche (es. VEGFR1, 
HSP90, H2A.Z.1, MAP3K2, AKT1, ER, HER2), regolando finemente vie di 
segnalazione coinvolte nella sopravvivenza e nella proliferazione delle cellule tumorali 
[7,10,20]. Inoltre, l'attività della metiltransferasi SMYD3 innesca l'attivazione costitutiva 
della chinasi AKT1, un fattore metabolico cruciale per la riprogrammazione metabolica 
della cellula tumorale e per i meccanismi infiammatori che favoriscono la 
cancerogenesi [21]. 

 

OBIETTIVO DELLO STUDIO 

Caratterizzazione del ruolo epigenetico di SMYD3 e dei suoi nuovi interattori nella 
cancerogenesi e nella progressione del cancro del colon-retto. 

Il nostro piano sperimentale sarà focalizzato sulla caratterizzazione del ruolo di SMYD3 
nella regolazione dello stato epigenetico e del rimodellamento della cromatina in 
relazione ai processi di cancerogenesi del cancro colorettale. Inoltre, con la presente 
proposta progettuale approfondiremo il ruolo oncogenico di SMYD3 identificando suoi 
nuovi interattori coinvolti nella regolazione epigenetica del cancro del colon retto. 

Mediante l‟utilizzo di tecnologie ad alta processività per il sequenziamento genomico 
(NGS) e proteomico (MS) sarà possibile costruire una mappatura epigenetica e 
proteomica al fine di decifrare il ruolo molecolare svolto da SMYD3 e la sua rete di 
nuovi interattori che modulano l‟epigenoma. 

Come modelli per la validazione delle nuove interazioni di SMYD3 e relativo ruolo 
epigenetico utilizzeremo linee cellulari continue di cancro del colon retto (HCT116, 
HT29, SW480, CaCo2) wild- type per SMYD3 e ingegnerizzate ai fini dell‟ablazione 
genetica per la rimozione del gene SMYD3. 
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DATI PRELIMINARI 

Caratterizzazione della mappatura epigenetica mediata da SMYD3 in modelli 
cellulari del cancro del colon-retto 

Abbiamo recentemente validato la metodologia utile alla caratterizzazione della 
mappatura epigenetica coinvolta nei meccanismi di cancerogenesi modulati dalla 
proteina SMYD3. A tale scopo abbiamo valutato nel nostro modello cellulare le regioni 
genomiche sulle quali viene reclutata la proteina SMYD3. Abbiamo quindi effettuato 
saggi di immunoprecipitazione della cromatina (ChIP) con anticorpo specifico per 
SMYD3 utilizzando DNA della linea cellulare tumorale HCT116. 

Per valutare l‟attività epigenetica di SMYD3 abbiamo geneticamente ingegnerizzato, 
mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, la linea cellulare HCT116 al fine di rimuovere il 
gene SMYD3 e di generare la linea cellulare HCT116-SMYD3-KO. 

La linea cellulare tumorale HCT116 è stata inoltre sottoposta a trattamento 
farmacologico con EM127, un nuovo composto in grado di inibire la proteina SMYD3 
mediante la formazione di un legame covalente con il sito attivo della proteina. Tale 
trattamento farmacologico ha il vantaggio di inibire la proteina SMYD3 con un‟efficacia 
maggiore rispetto agli inibitori finora utilizzati e presenti in commercio. Tale condizione 
sperimentale ci permette di valutare in che modo l‟inibizione dell‟attività enzimatica di 
SMYD3 possa modularne il suo reclutamento in specifiche regioni genomiche. 

Pertanto le cellule ingegnerizzate per l‟ablazione genetica di SMYD3 
(HCT116-SMYD3-KO) e le cellule trattate farmacologicamente con EM127 
(HCT116-EM127), sono state processate per esperimenti di ChIP-Seq. In breve, tali 
cellule sono state inizialmente trattate con formaldeide al fine di stabilizzare i legami 
cromatinici nativi proteina-DNA e successivamente sono state lisate al fine di estrarre 
la cromatina che è stata successivamente sottoposta a sonicazione per generare 
frammenti di DNA di circa 100-300 paia di basi, condizione importante per la 
costruzione successiva delle librerie e l‟analisi mediante sequenziamento. Abbiamo 
quindi eseguito il protocollo di sonicazione valutando la grandezza delle dimensioni dei 
frammenti di DNA sonicati mediante lo strumento di elettroforesi automatica 
(TapeStation, Agilent). 

Il DNA frammentato è stato successivamente sottoposto ad immunoprecipitazione con 
l‟anticorpo anti- SMYD3, seguendo la procedura descritta nel protocollo del kit 
MAGnify™ Chromatin Immunoprecipitation System (ThermoFisher Scientific). 
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Successivamente i campioni di DNA associati alle proteine di interesse (ChIP-DNA) 
sono stati sottoposti a preparazione di librerie genomiche applicando modifiche 
tecniche al protocollo di librerie genomiche “Ion ChIP-Seq Library Preparation (Manual 
Publication Number 4473623, ThermoFisher Scientific). Nel dettaglio, per la 
preparazione della libreria sono stati impiegati circa 10 ng di ChIP- DNA frammentato a 
doppia elica, purificato al termine dell‟immunoprecipitazione. Inizialmente i frammenti di 
ChIP-DNA sono stati sottoposti a riparo delle estremità mediante reazione enzimatica e 
purificazione mediante biglie magnetiche (Ampure, Agencourt, Beckman Coulter). I 
campioni di ChIP- DNA purificati sono stati sottoposti ad una reazione di ligazione degli 
adattatori e successivamente a purificazione con biglie magnetiche (Ampure, 
Agencourt, Beckman Coulter). Successivamente è stato ottimizzato il protocollo di 
arricchimento delle regioni immunoprecipitate mediante PCR. Le librerie di ChIP-DNA 
ottenute sono state successivamente sottoposte a purificazione e selezione di 
frammenti con dimensioni specifiche (160-340 paia di basi) mediante l‟utilizzo di biglie 
magnetiche (Ampure, Agencourt, Beckman Coulter). La dimensione dei frammenti 
delle librerie di ChIP-DNA ottenute è stata valutata mediante lo strumento di 
elettroforesi automatica (TapeStation, Agilent). Inoltre il dosaggio delle librerie di 
ChIP-DNA ottenute è stato effettuato mediante il fluorimetro Qubit (kit dsDNA HS 
Assay, ThermoFisher Scientific). Successivamente le librerie di ChIP-DNA ottenute 
sono state diluite ad una concentrazione pari a 50pM e sottoposte a preparazione ad 
elevata efficienza del templato e successivo caricamento su supporto specifico 
rappresentato da un ChIP per sequenziamento (Ion 550 Kit-Chef, ThermoFisher 
Scientific) mediante lo strumento IonChef (ThermoFisher Scientific). Su ciascun Chip di 
sequenziamento 550 sono stati caricati 2 campioni di ChIP-DNA. Nello specifico, sono 
stati sequenziati i seguenti campioni i) HCT116 Input, campione non sottoposto ad 
immunoprecipitazione con le proteine oggetto di studio; ii) HCT116 SMYD3, campione 
sottoposto ad immunoprecipitazione della cromatina con anticorpo specifico per la 
proteina SMYD3; iii) HCT116 H3K4me3, campione sottoposto ad 
immunoprecipitazione della cromatina con anticorpo specifico per il marchio istonico 
H3K4me3; iv) HCT116-SMYD3-KO Input, campione non sottoposto ad 
immunoprecipitazione con le proteine oggetto di studio; v) 
HCT116-SMYD3-KO-IPSMYD3 (campione sottoposto ad immunoprecipitazione della 
cromatina con anticorpo specifico per la proteina SMYD3; vi) HCT116-EM127 Input, 
campione non sottoposto ad immunoprecipitazione con le proteine oggetto di studio; 
vii) HCT116-EM127-IPSMYD3 (campione sottoposto ad immunoprecipitazione della 
cromatina con anticorpo specifico per la proteina SMYD3. Ciascuna corsa di 
sequenziamento è stata programmata per includere 550 flussi nucleotidici. Le librerie 
sono state successivamente sequenziate mediante l‟utilizzo del sequenziatore 
IonGene Studio S5 Prime System (ThermoFisher). 
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I frammenti di ChIP-DNA sequenziati (reads, formato file FASTQ) sono stati 
successivamente processati mediante algoritmi di allineamento e sono stati sottoposti 
a procedure di controllo di qualità seguendo le linee guida pubblicate dal consorzio 
ENCODE (The Enciclopedia of DNA Elements; https://www.encodeproject.org). Il 
consorzio internazionale ENCODE ha l‟obiettivo di determinare gli elementi funzionali 
del genoma umano mediante la caratterizzazione della struttura cromatinica, attività 
trascrizionale e stato di metilazione del DNA in differenti campioni biologici (cellule e 
circa 350 tessuti differenti) umani. Il consorzio ENCODE ha depositato oltre 80.000 file 
FASTQ relativi a più di 17.000 esperimenti di genomica funzionale, la maggior parte dei 
quali sono ChIP-Seq, RNA-Seq o DNase- Seq. Le pipelines uniformi, una serie di 
algoritmi bioinformatici che elaborano i dati di sequenziamento grezzi e generano files 
di dati omici, sono importanti per la riproducibilità scientifica. Tali pipelines 
pubblicamente accessibili consentono ai ricercatori che conducono esperimenti simili di 
condividere direttamente le pipelines, rendendo i risultati uniformi e comparabili. Per 
molti saggi esistono più pipelines di analisi che spesso si differiscono per algoritmi, per 
i parametri di analisi o per l'analisi statistica utilizzata per determinare la significatività 
dei risultati. I risultati di diverse pipelines per una determinata metodica sperimentale, 
quale ad esempio ChIP-Seq, non possono essere sempre confrontati in modo 
appropriato. Pertanto, per un‟analisi di confronto è utile che i risultati siano stati 
generati utilizzando algoritmi bioinformatici standardizzati. La pipeline ChIP-seq 
funziona sia su fattori di trascrizione tradizionali con picchi di dimensioni ridotte, sia su 
esperimenti ChIP di marcatori istonici con picchi più ampi. La descrizione della pipeline 
ENCODE utilizzata per l‟analisi dei nostri dati di ChIP-Seq è riportata sul portale: 
https://www.encodeproject.org/pages/pipelines. 

Al fine di uniformare l‟analisi su tutti i dati di ChIP-Seq generati nel nostro laboratorio, 
gli algoritmi di analisi rilasciati dal consorzio ENCODE sono stati utilizzati per tutti i 
campioni di linee cellulari sequenziati durante il primo e secondo anno del presente 
progetto. 

Nello specifico, i frammenti di ChIP-DNA sequenziati (reads, formato file FASTQ) sono 
stati allineati sul genoma umano mediante l‟algoritmo di allineamento “Bowtie2” (reads 
allineate, formato file BAM). Le reads che includevano duplicati di PCR sono state 
caratterizzate ed eliminate mediante il tool bioinformatico “SAMtools”. Il numero totale 
di reads, ottenute in seguito ai filtri di qualità (Total Mapped Reads), è riportato nella 
Tabella 1 per ciascun campione analizzato. 
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Dopo aver definito la qualità del sequenziamento, è stata eseguita la ricerca delle 
regioni significative relative ai frammenti isolati con l‟immunoprecipitazione e 
sequenziati. Nello specifico sono state eseguite operazioni mediante il software 
peak-callers MACS2 per definire, una volta note le regioni genomiche delle reads 
allineate, le zone del genoma realmente associate alla proteina in esame. 

Tale ricerca è stata effettuata attraverso la valutazione i) del profilo di segnale 
(coverage function) lungo ogni cromosoma; ii) delle regioni di picco attraverso il 
confronto tra campione e modello di background; iii) dell‟ordinamento dei picchi in base 
al livello di significatività della loro definizione. Poiché la struttura della cromatina non è 
omogenea su tutta la lunghezza del DNA e alcune regioni possono essere selezionate 
dall‟immunoprecipitazione anche se non significative per la proteina in esame, le 
regioni di picco sono state definite confrontando il campione con la controparte 
background (campione Input ossia campione sonicato ma non sottoposto a 
immunoprecipitazione). Dall‟analisi di confronto tra il campione HCT116-WT-IP SMYD3 
(immunoprecipitato con anticorpo specifico per la proteina SMYD3) e il campione 
HCT116-WT (campione sonicato non sottoposto a immunoprecipitazione) sono state 
identificate 7735 regioni codificanti e non codificanti del genoma arricchite a seguito 
dell‟immunoprecipitazione. Dall‟analisi di confronto tra il campione HCT116- 
SMYD3-KO-IPSMYD3 (immunoprecipitato con anticorpo specifico per la proteina 
SMYD3) e il campione HCT116-SMYD3-KO (campione sonicato non sottoposto a 
immunoprecipitazione) sono state identificate 7719 regioni codificanti e non codificanti 
del genoma arricchite a seguito dell‟immunoprecipitazione. Dall‟analisi di confronto tra 
il campione HCT116-EM127-IPSMYD3 (immunoprecipitato con anticorpo specifico per 
la proteina SMYD3) e il campione HCT116-EM127 (campione sonicato non sottoposto 
a immunoprecipitazione) sono state identificate 5227 regioni codificanti e non 
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codificanti del genoma arricchite a seguito dell‟immunoprecipitazione (Figura 1, Tabella 
2). 

 

Abbiamo inoltre determinato la bontà dell‟immunoprecipitazione in base ai valori FRiP 
(fraction of reads in peaks - frazione di reads nei picchi) per individuare artefatti tecnici 
o fallimenti del sequenziamento. In genere, una buona percentuale di reads negli 
esperimenti ChIP-seq si verifica in regioni genomiche significativamente arricchite 
definite dai picchi, il resto delle letture rappresenta il background. La frazione di reads 
che cadono all'interno di regioni di picco è quindi una metrica per valutare la bontà 
dell'immunoprecipitazione. In generale, i valori di FRiP sono correlati positivamente e 
linearmente con il numero di regioni chiamate. Il Consorzio ENCODE esamina gli 
esperimenti in cui il valore FRiP è inferiore all'1%. L‟analisi di FRiP score nei nostri 
campioni è risultata avere valori inferiori all‟1%, dimostrando la buona qualità 
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dell‟immunoprecipitazione. Successivamente, abbiamo valutato i valori di 
cross-correlazione normalizzata e relativa dei filamenti (Normalized Strand Coefficient, 
NSC e Relative Strand Correlation, RSC) suggeriti dal consorzio ENCODE. Il rapporto 
normalizzato tra la grandezza del frammento e background e il rapporto tra lunghezza 
del frammento del picco (NSC) e lunghezza delle reads all‟interno del picco (RSC) 
rappresentano delle importanti metriche per valutare la qualità degli esperimenti di 
ChIP-Seq. Il Consorzio ENCODE esamina gli esperimenti con valori di NSC superiori 
all‟1,05 e valori di RSC superiori allo 0,8. L‟analisi dei nostri dati ha messo in evidenza 
valori di NSC>1.05 e RSC>0.8, dimostrando la buona qualità dei dati generati (Tabella 
2). 

 

Al fine di identificare in maniera specifica le regioni genomiche sulle quali la proteina 
SMYD3 è reclutata, abbiamo inoltre eseguito un‟analisi di confronto tra i campioni 
HCT116-WT e HCT116- SMYD3-KO (campioni sottoposti ad immunoprecipitazione 
della cromatina con anticorpo specifico per la proteina SMYD3). Tale analisi ha 
permesso di identificare 179 regioni altamente specifiche in cui è stata osservata 
l‟occupanza di SMYD3. Al fine di meglio comprendere i meccanismi epigenetici 
regolatori mediati da SMYD3, abbiamo analizzato nel dettaglio i diversi geni identificati 
nelle regioni occupate da SMYD3, esaminando i pathway molecolari in cui sono 
coinvolti. Tale analisi è stata eseguita utilizzando il Database “KEGG PATHWAY”, una 
delle più importanti banche dati bioinformatiche che contiene informazioni sui pathway 
molecolari della cellula. Tale analisi ha mostrato che la proteina SMYD3 viene reclutata 
a livello di geni coinvolti in diverse vie molecolari cancro-specifiche. Precisamente, 
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importanti geni (ATM, BAX, BRCA2, CTNNB1, KMT2C, MAPK14, MAP3K2, RUNX1) 
sono risultati essere regioni genomiche significativamente arricchite, siti di legame della 
proteina SMYD3. Tali geni svolgono un ruolo principale nei pathway molecolari 
cancro-relati: breast cancer, endometrial cancer, pancreatic cancer, homologous 
recombination pathway, p53 signaling pathway, platinum drug resistance, 
transcriptional misregulation in cancer (Figura 2A). 

Tra i geni identificati essere target di SMYD3 siamo andati ad analizzare in particolare, i 
geni ATM e BRCA2 coinvolti nei meccanismi di riparo del DNA, i quali hanno mostrato 
una significativa occupanza della proteina SMYD3 (Figura 2B, 2C). In particolare 
l‟analisi ha permesso di osservare come tali regioni risultino altamente specifiche per il 
legame della proteina SMYD3, come anche dimostrato dall‟assenza di segnale nella 
linea cellulare HCT116-SMYD3-KO. 
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Successivamente abbiamo valutato l‟effetto dell‟inibizione di SMYD3, mediante il 
trattamento farmacologico con l‟inibitore EM127, sul suo reclutamento a livello di 
specifiche regioni genomiche. Abbiamo pertanto eseguito un‟analisi di confronto tra i 
campioni HCT116-WT e HCT116-EM127 entrambi sottoposti ad immunoprecipitazione 
della cromatina con anticorpo specifico per la proteina SMYD3. Tale analisi ha 
permesso di identificare 2257 regioni di legame del DNA relative alla proteina SMYD3. 
L‟analisi di pathway molecolari mediante il Database “KEGG PATHWAY” ha mostrato 
come l‟inibizione farmacologica di SMYD3 mostri un assetto differente dei pathway 
molecolari (Wnt signaling pathway, cell cycle, MAPK signaling pathway, proteoglycans 
in cancer) identificati essere arricchiti dopo immunoprecipitazione di SMYD3 (Figura 
3A). 

È interessante notare che il trattamento con EM127 impedisce il reclutamento 
dell‟enzima a livello di regioni genomiche che includono geni come ATM, BRCA2, 
CTNNB1, MAPK14, MAPK3K2, dimostrando che l‟inibizione dell‟attività enzimatica di 
SMYD3 regola la sua occupanza a livello cromatinico. Un esempio importante di tale 
osservazione è data dall‟analisi dei geni ATM e BRCA2, che hanno nuovamente 
mostrato una significativa occupanza della proteina SMYD3 nelle corrispettive regioni 
genomiche nella linea HCT116 WT in seguito a confronto con la stessa linea cellulare 
sottoposta a trattamento (Figura 3B, 3C). 

I risultati di tale analisi sono promettenti in quanto suggeriscono che l‟effetto inibitorio 
della proteina SMYD3 mediante trattamento con EM127 possa essere paragonabile 
all‟effetto dell‟ablazione genetica del gene SMYD3. Questa ipotesi verrà 
successivamente confermata andando a valutare l‟occupanza delle proteine coinvolte 
nei meccanismi di cancerogenesi, così come dei marchi istonici correlati ad essi. 

Complessivamente, i risultati ottenuti possono essere considerati promettenti per il 
proseguo del presente progetto di ricerca. Procederemo infatti alle caratterizzazioni, 
nelle stesse linee cellulari, dell‟arricchimento dei marchi istonici e di altre proteine di 
interesse, così come della loro co-occupanza con SMYD3, analizzando inoltre l‟effetto 
dell‟ablazione genetica e dell‟inibizione farmacologica di SMYD3 al fine di 
caratterizzare la mappatura epigenetica coinvolta nei meccanismi di cancerogenesi 
mediati da SMYD3. 
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Caratterizzazione in silico ed in cellulo degli interattori di SMYD3 coinvolti nella 
regolazione epigenetica del cancro del colon-retto 

In un nostro recente studio abbiamo caratterizzato una nuova funzione di SMYD3 nel 
riparo del DNA per ricombinazione omologa in cellule tumorali di cancro del colon e 
della mammella. In particolare, abbiamo identificato ATM, BRCA2 e CHK2 come nuovi 
diretti interattori di SMYD3 nella formazione del complesso di riparo del DNA che 
favorisce il reclutamento di RAD51 sui foci di danno e quindi il riparo del DNA per 
ricombinazione omologa nelle cellule tumorali esaminate [22]. La caratterizzazione di 
questi nuovi interattori di SMYD3 è avvenuta partendo da una libreria di composti 
tripeptidici P1- P19 che in vitro mostravano una specifica affinità di legame per SMYD3 
osservata per SPR (Risonanza plasmonica di superficie). Successivamente questi 
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tripeptidi sono stati utilizzati in silico come sonde di sequenza per screenare l‟intero 
proteoma umano al fine di selezionare le proteine aventi questi tripeptidi (P-proteine) 
con l‟idea che i tripeptidi fossero motivi consenso di sequenza per l‟interazione con 
SMYD3. Lo screening tripeptidico in silico del proteoma umano ci ha permesso di 
identificare 8650 proteine umane (P-proteine) contenenti i nostri P-tripeptidi e quindi 
per questo elegibili come nuovi potenziali interattori di SMYD3 [22]. Tra le 8650 
P-proteine solo 214 proteine mostravano un arricchimento in P-tripeptidi (almeno 4 
diversi tripeptidi). Analizzando la funzione biologica di queste 214 proteine ricche in 
tripeptidi abbiamo osservato una prevalenza di proteine coinvolte nel riparo del DNA tra 
cui BRCA2 e ATM. Le interazioni di SMYD3 con ATM, BRCA2, e CHK2 sono state 
caratterizzate in vitro e in cellulo e attraverso saggi di competizione in vitro abbiamo 
confermato il coinvolgimento diretto dei P-tripeptidi nel legame di SMYD3 a BRCA2 e 
ATM [22]. 

Una vasta letteratura corrente conferma che brevi peptidi lineari, come i tripeptidi, 
mediano una miriade di interazioni tra proteine. In effetti, i tripeptidi rappresentano i 
minimi determinanti strutturali e funzionali che mediano le interazioni proteiche [23–27]. 
In aggiunta, i nostri P-tripeptidi sono prevalentemente composti da amminoacidi rari 
cioè aminoacidi codificati da pochi (1-3) codoni, che secondo la “teoria degli aminoacidi 
rari” si localizzano in corrispondenza di domini funzionali delle proteine [28,29]. Diversi 
studi computazionali infatti, supportano l'ipotesi che gli amminoacidi rari, abbiano un 
significato biologico maggiore rispetto agli amminoacidi più comuni (che sono codificati 
da 4-6 codoni) nel “cell talk” biologico [28–30]. 

I nostri studi sul ruolo oncogenico di SMYD3 sono proseguiti al fine di identificare nuovi 
suoi interattori con ruoli chiave nelle principali vie di segnalazione della cancerogenesi 
e della progressione tumorale, ovvero coinvolti in uno o più processi distintivi 
(hallmarks) del cancro. 

Abbiamo quindi eseguito un‟analisi di clusterizzazione funzionale in silico delle 8650 
P-proteine ricavate dal nostro precedente screening in silico. In primis, abbiamo 
selezionato per ogni hallmark del cancro le più pertinenti vie di segnalazione 
cancro-specifiche riportate nel database Reactome utilizzando un criterio 
omnicomprensivo per essere certi di includere nell‟analisi il maggior numero di proteine 
possibile. 

Tra le 8.650 P-proteine iniziali, ricavate dallo screening tripeptidico, abbiamo 
identificato in silico 361 possibili interattori di SMYD3 con funzioni epigenetiche. Il ruolo 
nella riprogrammazione epigenetica del cancro di ciascuna di queste 361 proteine P è 
stato caratterizzato sulla base delle informazioni funzionali annotate nei database 
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UniProt, Reactome ed EpiFactors al momento dell'analisi. In particolare, abbiamo 
esaminato tutte le 117 proteine registrate nel cluster Reactome "regolazione 
epigenetica dell'espressione genica" (Reactome Id: R-HSA-212165), di cui 45 sono 
particolarmente arricchiti in P-tripeptidi. Per essere certi di includere nell‟analisi tutte le 
proteine P con funzione epigenetica abbiamo incluso nell‟analisi tutte le proteine P 
(contenenti i nostri tripeptidi) registrate nel database EpiFactors. In totale, abbiamo 
clusterizzato in silico 361 proteine P associate a vie di segnalazione correlate al segno 
distintivo del cancro noto come „riprogrammazione epigenetica non mutazionale‟. 
Quindi, abbiamo eseguito un'analisi quantitativa della distribuzione del tripeptidi 
P1-P19 in queste 361 proteine P con ruolo epigenetico. Per ottenere questo risultato, li 
abbiamo suddivisi in sottogruppi in base alla frequenza delle occorrenze dei tripeptidi 
(Tabella 3). 

 

Quest'analisi quantitativa ha dimostrato che la frequenza dei P-tripeptidi è 
inversamente proporzionale al n. di proteine che li contiene, come previsto. Inoltre, 
questa analisi ha dimostrato che, in accordo con la teoria degli amminoacidi rari e 
come precedentemente osservato, il numero di codoni con cui sono codificati i 
P-tripeptidi determina la loro distribuzione nelle proteine umane (Figura 4, (Fasano et 
al. 2023, Appendice Tabella S1) [28–31]. 
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Successivamente, abbiamo eseguito un'analisi qualitativa per selezionare nel cluster 
epigenetico i migliori candidati interattori di SMYD3 con un ruolo epigenetico cruciale 
nella tumorigenesi gastrointestinale. A tal fine, tra le 361 proteine P coinvolte nella 
caratteristica del cancro della "riprogrammazione epigenetica non mutazionale" 
abbiamo innanzitutto esaminato quelle proteine ricche di P-tripeptidi. Curiosamente, 
abbiamo scoperto che 35 proteine in questo gruppo avevano un'arricchimento 
significativo di tripeptidi P (con almeno 4 corrispondenze di tripeptidi P) e 25 proteine 
contenevano almeno 4 diversi tripeptidi P (Fasano et al. 2023, Appendice Tabella S1). 
Complessivamente, il numero totale di proteine P coinvolte nei processi della 
"riprogrammazione epigenetica non mutazionale" (361) e ai dieci segni distintivi del 
cancro precedentemente stabiliti (2.108) [31] era 2.469 (Figura 5). In particolare, sono 
state trovate 155 proteine P, tutte con almeno 4 tripeptidi P distinti, associate 
funzionalmente agli 11 segni distintivi del cancro (Fig. 12) [10]. 
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Sulla base di questa metodologia in silico, abbiamo identificato EP300 e TRRAP come 
potenziali nuove proteine che interagiscono con SMYD3. Questi potenziali interattori di 
SMYD3 contenenti P- tripeptidi sono stati selezionati in base al loro ruolo prominente 
nella regolazione epigenetica. Infatti, EP300 e TRRAP sono componenti di grandi 
complessi HAT multisubunità che regolano la trascrizione dei principali oncogeni 
attraverso il rimodellamento della cromatina. 

Validazione delle nuove interazioni di SMYD3 in linee cellulari di tumori 
gastrointestinali. 

Sulla base della nostra analisi in silico, EP300 contiene un P-tripeptide (P10 in 
corrispondenza dell'amminoacido (aa) 1307) situato nel dominio HAT di tipo CBP/P300, 
suggerendo che questo dominio potrebbe essere coinvolto nell'interazione 
SMYD3-EP300 (Figura 6a, pannello superiore). Per convalidare questa interazione in 
cellulo, abbiamo eseguito un saggio di co-immunoprecipitazione in 3 linee cellulari di 
tumori gastrointestinali (HGC-27, HT-29 e HCT-116). È importante sottolineare che le 
cellule HCT-116 presentano due diverse mutazioni frameshift (c.4408del e c.5099del) 
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nel gene EP300, che si traducono in prodotti proteici troncati ovvero privi della regione 
C-terminale [32]. L'immunoprecipitazione di lisati cellulari interi con un antisiero contro 
SMYD3 o EP300, seguita da immunoblotting, ha rivelato che SMYD3 interagisce con 
EP300 in tutte le linee cellulari testate, incluso HCT-116, indicando che questa 
interazione probabilmente si verifica nella regione N-terminale di EP300 (Figura 6a, 
pannello inferiore). Questa ipotesi è ulteriormente supportata dal fatto che anche P10 si 
trova in questa regione. 

TRRAP contiene sette diversi tripeptidi P, ovvero P3 nelle posizioni aa 1752 e 3567, P6 
nelle posizioni aa 2457 e 3457, P7 nella posizione aa 3165, P8 nella posizione aa 755, 
P11 nella posizione aa 2488, P13 nella posizione aa 2345, e P19 nella posizione aa 
3763 (Figura 6b, pannello superiore). È interessante notare che alcuni di questi 
P-tripeptidi si trovano nei domini FAT e FATC e nei domini di interazione TP53 e 
PI3K-PI4K, suggerendo che queste regioni potrebbero anche mediare l'interazione con 
SMYD3. L'interazione fisica tra SMYD3 endogeno e TRRAP è stata convalidata 
mediante test di co-immunoprecipitazione nelle linee cellulari di cancro 
gastrointestinale HGC-27, HT-29 e HCT-116. I nostri risultati hanno rivelato che 
SMYD3 è un partner molecolare di TRRAP in queste cellule (Figura 6b, pannello 
inferiore). 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Caratterizzazione della mappatura epigenetica mediata da SMYD3 in modelli 
cellulari del cancro del colon-retto 

La caratterizzazione molecolare ed epigenetica delle linee cellulari tumorali, verrà 
effettuata mediante la tecnologia di sequenziamento di nuova generazione (NGS) al 
fine identificare alterazioni genomiche coinvolgenti i principali geni coinvolti nell‟HR 
pathway. Nello specifico si procederà con l‟estrazione di DNA dalle linee cellulari kit 
QIAamp DNA Tissue (Qiagen). La quantità e qualità dei campioni di DNA genomico 
purificato verrà valutata mediante l‟utilizzo dello spettrofotometro NanoDrop (Thermo 
Fisher Scientific), del fluorimetro Qubit4.0 (Thermo Fisher Scientific) e della piattaforma 
TapeStation 4200 (Agilent Technologies). Successivamente si procederà con la 
preparazione di librerie di DNA, partendo da campioni di DNA purificati dalle linee 
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cellulari, al fine di generare un pool di amplificazione delle regioni target dei geni 
coinvolti nell‟HR pathway, secondo i protocolli IonAmpliSeq (Thermo Fisher Scientific) 
e mediante l‟utilizzo dello strumento Ion Chef System (Thermo Fisher Scientific). Le 
librerie di DNA generate, verranno successivamente sottoposte a sequenziamento 
mediante l‟utilizzo della piattaforma di sequenziamento di nuova generazione “Ion 
GeneStudio S5 Sequencer” (Thermo Fisher Scientific). Le sequenze generate (formato 
FASTQ) verranno allineate sul genoma di riferimento umano (hg19) utilizzando il tool 
“Torrent Mapping Alignment Program aligner” implementato nel Software Torrent Suite 
(Thermo Fisher Scientific) e la qualità dei dati di sequenziamento verrà valutata 
mediante il tool “Torrent Suite Browser” (Thermo Fisher Scientific). Verranno 
successivamente utilizzate pipelines bioinformatiche implementate nei softwares 
“Torrent Suite” e “Ion Reporter” per la determinazione e l‟annotazione di varianti 
genomiche somatiche (mutazioni puntiformi, piccole delezioni e inserzioni) coinvolgenti 
i geni HR sequenziati. 

Monitoreremo il reclutamento di SMYD3 e delle proteine interratrici nei complessi di 
riprogrammazione epigenetica specifici della tumorigenesi colorettale mediante 
ChIP-seq. Tale metodica sfrutta il sequenziamento NGS per mappare i punti 
interazione delle proteine lungo tutto il genoma. Valuteremo, inoltre, l‟arricchimento 
delle modificazioni istoniche associate a SMYD3 (per es. H3K4me2/3, H4K5me). 

Nello specifico le linee cellulari verranno processate mediante l‟utilizzo del Kit 
MAGnify™ Chromatin Immunoprecipitation System (ThermoFischer Scientific). In 
breve, le cellule verranno trattate con formaldeide al fine di stabilizzare i legami 
cromatinici nativi proteina-DNA. Tali cellule verranno successivamente lisate al fine di 
estrarre la cromatina nucleare che verrà poi sottoposta a sonicazione per generare 
frammenti di DNA (~100–300 paia di basi). Le proteine di interesse legate al DNA 
verranno catturate utilizzando anticorpi specifici. I campioni verranno poi sottoposti a 
trattamento termico al fine di indurre la reversione dei “crosslinks” prodotti dalla 
formaldeide. Successivamente i campioni di DNA associati alle proteine di interesse 
(ChIP-DNA) verranno sottoposti a preparazione di librerie genomiche secondo i 
protocolli “Ion ChIP-Seq Library Preparation” (ThermoFisher Scientific). Le librerie di 
DNA generate verranno successivamente sottoposte a sequenziamento mediante 
l‟utilizzo della piattaforma di sequenziamento di nuova generazione “Ion GeneStudio 
S5 Prime” (Thermo Fisher Scientific). Le sequenze generate (formato FASTQ) 
verranno allineate sul genoma di riferimento umano (hg19) utilizzando algoritmi 
bioinformatici specifici. L‟identificazione dei siti di legame delle proteine al DNA e 
l‟annotazione dei picchi a livello del genoma verranno eseguite mediante l‟utilizzo di 
algoritmi bioinformatici. 
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Il tool bioinformatico “UCSC genome browser” verrà utilizzato per la visualizzazione dei 
dati. 

Caratterizzazione in silico ed in cellulo degli interattori di SMYD3 coinvolti nella 
regolazione epigenetica del cancro del colon-retto 

-Analisi in silico del numero e del tipo di P-proteine che rientrano nel cluster della 
riprogrammazione epigenetica del cancro del colon-retto. Calcolo del numero 
complessivo di P-proteine che rientrano nel cluster della riprogrammazione epigenetica 
del cancro del colon-retto. Parallelamente andremo a calcolare la frequenza (n. 
matches) dei P-tripeptidi contenuti nelle proteine di questo cluster. 

-Costruzione dell‟ interattoma aggiornato di SMYD3. 

Per avere una visione d‟insieme delle nuove interazioni di SMYD3 nelle diverse fasi 
della cancerogenesi, costruiremo un nuovo interattoma di SMYD3 utilizzando lo 
strumento My Payload plus (STRING database e Cytoscape) per personalizzare la rete 
di interazioni di SMYD3 con tutte le proteine interagenti rappresentate come nodi. 
Nell‟interattoma tutte le proteine interagenti sono indicate con il loro corrispondente 
entry name del database Swiss-Prot. L'analisi delle interazioni sarà impostata su un 
livello di rigore medio (punteggio STRING = 0,4). Secondo i criteri predefiniti del 
database STRING, le proteine risulteranno collegate da linee continue di diverso colore 
e spessore. Il colore della linea di connessione varia a seconda dell‟evidenza di 
associazione tra le due proteine connesse (fusione genica, co-occorrenza, 
co-espressione, prove sperimentali, etc). Lo spessore delle linee di connessione tra 
due nodi è proporzionale al livello di confidenza dell'associazione. 

- Analisi dei profili mutazionali dei nuovi interattori di SMYD3 in dataset di tumori 
colorettali. Interrogheremo i portali proteogenomici CBioPortal, TCGA e CPTAC al fine 
di confermare la significatività biologica dei P-tripeptidi come motivi consenso per 
l‟interazione con SMYD3. In particolare, andremo a valutare nei set di dati molecolari 
riferiti a casi clinici di tumori colorettali la presenza di mutazioni somatiche in 
corrispondenza  delle  regioni codificanti per  i P-tripeptidi nei potenziali interattori di 
SMYD3 identificati in silico. 

Colture cellulari 

Tutte le linee cellulari che useremo in questo progetto sono già disponibili presso il 
nostro laboratorio. Le HCT116 saranno coltivate in DMEM ad alto contenuto di glucosio 
(HG) senza piruvato (#11360- 070, Gibco) con 10% FBS (#0270-106, Gibco) e 100 
UI/ml di penicillina -streptomicina (#15140-122, Gibco). Le cellule HCEC-1CT saranno 
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coltivate in terreno COLO-UP (Evercyte) integrato con 100 UI/ml 
penicillina-streptomicina (#15140-122, Gibco). Le cellule saranno propagate in 
condizioni standard ad una confluenza massima del 60% per ogni passaggio. Le 
cellule staminali di pazienti con CCR saranno propagate come precedentemente 
descritto [33]. Tutte le linee cellulari saranno testate più volte durante lo studio con kit 
specifici (#117048; Minerva Biolabs) per essere certi che siano prive di infezioni da 
micoplasma. Tutte le colture cellulari saranno mantenute in coltura in un incubatore 
umidificato a 37°C e 5% CO2. 

Co-immunoprecipitazioni 

Le cellule saranno raccolte e omogeneizzate in tampone di lisi (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 
5 mM EDTA, 250 mM NaCl e 1% Triton X-100) integrato con inibitori di proteasi e 
fosfatasi. L'accoppiamento tra Dynabeads Protein A (10002D, Thermo Fisher 
Scientific) o Dynabeads Protein G (10003D, Thermo Fisher Scientific) e gli anticorpi è 
stato eseguito in 100 μl di Tween 20-1X PBS allo 0,01% per 45 minuti a temperatura 
ambiente su una piattaforma oscillante. I lisati cellulari sono stati immunoprecipitati con 
complessi anticorpo-sfere. Gli immunocomplessi sono stati lavati ampiamente, 
sottoposti a ebollizione in tampone Laemmli e sottoposti ad analisi SDS-PAGE e 
immunoblot. Le IgG saranno utilizzate come controllo negativo. In aggiunta tali 
interazioni saranno validate per IP-Massa. 

 

RISULTATI ATTESI 

Il nostro piano sperimentale sarà focalizzato sulla caratterizzazione del ruolo di SMYD3 
e dei suoi interattori nella regolazione dello stato epigenetico e del rimodellamento 
della cromatina in relazione ai processi di cancerogenesi colorettale. 

Tale caratterizzazione molecolare ci permetterà di individuare nuove strategie 
terapeutiche basate sull‟uso di inibitori “small molecules” di SMYD3 che aiutino a 
superare la resistenza tumorale ai farmaci esistenti, così da permettere non solo di 
ridurre la dose e gli effetti collaterali degli stessi, ma anche di trattare i tumori che non 
rispondono alle comuni terapie. Infine, sulla base del ruolo oncogenico di ogni 
interattore di SMYD3 si possono valutare differenti approcci terapeutici combinati 
(co-targeting, dual targeting, letale sintetico) a cui associare l‟inibizione farmacologica 
di SMYD3. 

Per esempio, considerando l‟interazione tra SMYD3 e MET, uno dei nuovi interattori di 
SMYD3 già identificati nei nostri recentissimi studi ([31], Fasano et al. 2023), potremmo 
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valutare gli effetti sulla vitalità cellulare dell‟ inibizione combinata di SMYD3 e MET che 
rappresentano due effettori oncogeni sinergici. In particolare, un approccio di 
co-targeting che includa SMYD3 potrebbe potenziare l'efficacia clinica dell'inibizione 
del MET in pazienti resistenti al solo inibitore MET (tivantinib), favorendo una 
(ri)sensibilizzazione delle cellule tumorali alla terapia. 

 

INNOVAZIONI 

Con questo progetto, ci aspettiamo di decifrare il pattern epigenetico mediato da 
SMYD3 in associazione con le principali proteine coinvolte nella cancerogenesi 
colorettale. 

Una piena comprensione del ruolo di SMYD3 nella regolazione epigenetica del cancro 
del colon-retto può essere utile per elaborare strategie terapeutiche mirate. In 
particolare, nuovi approcci terapeutici per tumori che esprimono alti livelli di SMYD3, 
basati sull‟uso di inibitori di SMYD3, può aiutare a valutare nuove strategie 
terapeutiche basati su trattamenti combinati, che prevedono la combinata inibizione di 
SMYD3 e dei suoi interattori coinvolti nei meccanismi di cancerogenesi del cancro del 
colon-retto. 
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TIMELINE 

Anni 1-3 

Tutte le attività di ricerca indicate nel presente progetto saranno portate avanti per tutta 
la durata dello stesso al fine di caratterizzare dal punto di vista molecolare il maggior 
numero possibile di interattori di SMYD3 coinvolti nella regolazione epigenetica del 
cancro colorettale. Quindi, procederemo con la caratterizzazione della mappatura 
epigenetica di SMYD3 mediante analisi NGS e in parallelo caratterizzeremo i nuovi 
interattori epigenetici di SMYD3 attraverso analisi di co-IP in cellulo e validazione per 
IP-Massa. I dati ottenuti saranno elaborati mediante specifici software per l‟analisi di 
dati molecolari. 
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5. IDENTIFICAZIONE DI NUOVI POTENZIALI TARGET MOLECOLARI PER 
CONTRASTARE LA FARMACORESISTENZA NEL TRATTAMENTO DEI CARCINOMI 

DEL TRATTO GASTROENTERICO 
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Responsabile: Dituri Francesco 
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Durata: 36 

Parole chiave: Carcinoma, HCC, sorafenib, regorafenib, target farmacologici, 
farmacoresistenza, staminalità cancerosa 

Area interesse: 2 Terapeutica 

Tipologia progetto: Preclinica 

 

INTRODUZIONE  

Il carcinoma epatocellulare (HCC) è una delle neoplasie epatiche più aggressive e 
letali, e rappresenta la seconda causa di morte legata a cancro globalmente, con una 
incidenza tendenzialmente in crescita. L’HCC generalmente insorge in un quadro di 
epatopatia cronica (correlata a eziologia virale, metabolica, o da abuso di alcool), 
spesso progredita in uno stadio di cirrosi (1,2). Sebbene vi sia stato negli anni un 
incremento quantitativo e qualitativo delle opzioni terapeutiche di tipo farmacologico, il 
loro impiego tuttavia non determina complessivamente un esito prognostico 
soddisfacente. Le terapie chirurgiche (che includono resezione, termoablazione, 
chemoembolizzazione e trapianto epatico), per quanto efficaci nella rimozione delle 
masse tumorali macroscopicamente osservabili, non portano alla eradicazione 
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definitiva della neoplasia, data l’elevata frequenza di recidive causata dalla 
disseminazione di cellule metastatiche (3). 

Le terapie farmacologiche attualmente in uso o in sperimentazione comprendono 
farmaci basati su piccole molecole con azione inibitoria di molteplici bersagli molecolari 
(come sorafenib, regorafenib, cabozantinib, levatinib), e anticorpi monoclonali 
umanizzati che bloccano recettori di fattori di crescita (come il bevacizumab), o 
“checkpoint” immunologici (includendo durvalumab, tremelimumab, atezolizumab, 
pembrolizumab), frequentemente in combinazione (4,5). 

La parziale efficacia di molti farmaci nel contesto del trattamento dell’HCC, così come 
in generale di tutte le neoplasie solide, si può attribuire a molteplici fattori di carattere 
farmacocinetico o farmacodinamico, inclusa la limitata biodisponibilità e/o stabilità del 
farmaco nel sito di interesse, nonché la notevole capacità delle cellule cancerose di 
sviluppare farmacoresistenza. Quest’ultimo fenomeno è di grande interesse nella 
ricerca cancerologica, dato che rappresenta uno dei maggiori ostacoli alla eradicazione 
definitiva della malattia. Il riadattamento dinamico a livello genotipico, epigenetico e 
metabolico delle cellule tumorali in risposta e stress di diversa natura è alla base della 
loro capacità di “de-sensibilizzarsi” all’azione di molecole disegnate per bersagliare e 
inibire interruttori molecolari di segnalazione intracellulare, e spesso comporta 
l’attivazione di pathway compensatori alternativi nel tentativo di ripristinare i processi 
interrotti (6,7). 

Approcci recenti per ovviare alla farmacoresistenza puntano a identificare gli intermedi 
di segnalazione chiave di questi pathway di risposta e inibirli nella prospettiva di 
elaborare strategie di combinazioni di farmaci.  

L’esistenza di cellule staminali cancerose è stato postulato essere alla base della 
resistenza farmacologica delle cellule tumorali ai trattamenti farmacologici. Queste 
cellule sarebbero dotate di una particolare plasticità che le rende capaci di non 
rispondere ad agenti terapeutici come gli inibitori di pathway di signaling intracellulare, 
e rappresentano quindi una riserva di cellule maligne atte ad espandersi per 
rimpiazzare gli elementi cellulari sensibili eliminati con i trattamenti (8). Una intensa 
attività di ricerca è in corso per identificare marcatori chiave di cellule tumorali staminali 
che possano essere impiegati per una selettiva eliminazione i questi elementi (9). I 
markers cancerosi staminali finora associati all’HCC includono CD13, CD24, CD44, 
CD133 ed EpCAM (10). Per quanto promettente, la prospettiva di bersagliare le cellule 
che esprimono questi marker trova alcuni limiti, essendo questi markers non 
unicamente espressi dalle cellule tumorali, ma anche da cellule normali come 
fibroblasti e leucociti (11,12). Ciò pone potenziali limitazioni all’impiego di terapie 
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mirate, che potrebbero quindi comportare effetti indesiderati off-target su cellule di 
tessuti normali. Inoltre, la più alta espressione di questi marker di staminalità cancerosa 
in soggetti con HCC non è sempre direttamente correlata con un minore tasso di 
sopravvivenza degli stessi, lasciando intravedere un significato funzionale degli stessi 
non univocamente pro-tumorale. Considerando la complessità dei processi biologici, 
ciò suggerisce che un marker catalogato come di staminalità tumorale possa 
funzionare attivando geni pro- o anti-tumorali simultaneamente e/o in modo 
contesto-dipendente. Ne consegue che l’efficacia di terapie basate sull’inibizione di 
marker di staminalità o di multiple chinasi (con farmaci come sorafenib o regorafenib) 
potrebbe essere potenziata in maniera significativa associandola all’inibizione 
funzionale di geni pro-tumorali attivati per effetto dell’inibizione dei marker staminali 
cancerosi stessi o della farmaco-resistenza indotta dai farmaci. 

Il presente progetto si prefigge di individuare geni up-regolati in cellule HCC in risposta 
all’inibizione del marker di staminalità cancerosa CD44, o del trattamento con sorafenib 
e regorafenib. I geni tra questi che abbiano un potenziale coinvolgimento nella 
progressione neoplastica, data la correlazione tra la loro più alta espressione nei 
tessuti HCC e la prognosi sfavorevole della malattia, sono potenziali nuovi target 
farmacologici, la cui inibizione in combinazione con quella di CD44 o con l’impiego di 
sorafenib e regorafenib potrebbe tradursi in una sinergica azione anti-tumorale. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1:  

(1) Identificazione di potenziali geni mediatori di risposta pro-neoplastica o di 
farmacoresistenza up-regolati in cellule HCC a seguito del silenziamento del marker di 
staminalità cancerosa CD44, o del trattamento con i farmaci anti-proliferativi sorafenib 
o regorafenib: validazione dei dati preliminari di trascrittomica tramite real time PCR 
quantitativa (qPCR) e western blot. (2) Valutazione del potenziale effetto sinergico 
anti-tumorale dell’inibizione di CD44 accoppiata con il blocco funzionale dei geni 
associati a progressione dell’HCC up-regolati per effetto dell’inibizione di CD44, in 
saggi di proliferazione/vitalità cellulare in HCC in vitro. (3) Valutazione del potenziale 
effetto sinergico anti-tumorale del trattamento con sorafenib o regorafenib, accoppiato 
con il blocco funzionale dei geni associati a progressione dell’HCC up-regolati da 
sorafenib o regorafenib, in saggi di proliferazione/vitalità cellulare in HCC in vitro. 

Obiettivo specifico 2: 
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Valutazione dell’azione anti-tumorale sinergica derivante dall’inibizione dell’attività dei 
geni di risposta pro-neoplastica/farmacoresistenza in associazione all’inibizione di 
CD44 o sorafenib/regorafenib in modelli di tumorigenesi sperimentale di HCC in vivo. 

Obiettivo specifico 3: 

Analisi dei pathway molecolari coinvolti nella sinergia farmacologica stabilita negli 
obiettivi precedenti in cellule in vitro e in modelli in vivo. Ricerca di marcatori di risposta 
al sinergismo farmacologico. 

 

OBIETTIVO 1 

Sarà eseguita una validazione tramite qPCR dei dati di espressione dei geni di 
interesse emersi dall’analisi trascrittomica di cellule di HCC (HLE e HLF) controllo 
(scramble) e silenziate per CD44, trattate con veicolo (dimetil solfossido, DMSO), o con 
sorafenib o regorafenib. Nello specifico, tali geni sono ritenuti di interesse se rispondo 
ai 2 seguenti requisiti: 1) sono up-regolati di un fattore ≥ 2 per effetto dei trattamenti 
con i farmaci o silenziamento di CD44; 2) la loro maggiore espressione nei tessuti HCC 
è associata a prognosi sfavorevole (Dati preliminari, Figure 1-4).  

Per conseguire maggior robustezza statistica della validazione, tale analisi sarà estesa 
ad una ulteriore linea HCC (HLC19), ed eseguita su cellule trattate con dosaggi dei 
farmaci e tempi di trattamento addizionali, rispetto a quelli impiegati nell’analisi 
trascrittomica preliminare. I geni di interesse la cui variazione di espressione a seguito 
del silenziamento del CD44 o dei trattamenti farmacologici risulterà confermata 
dall’analisi tramite qPCR e western blot saranno oggetto di ulteriori investigazioni. 
Verranno quindi disegnate specifiche sequenze di RNA antisenso per il targeting 
transiente o stabile (tramite strategia RNA-interference) di questi mRNA. Le cellule 
verranno quindi impiegate in saggi di proliferazione in presenza/assenza di 
silenziamento dell’espressione dei mRNA di interesse validati, in combinazione con 
gain/loss-of function di CD44, o presenza/assenza di sorafenib o regorafenib. I geni per 
i quali il silenziamento, insieme al blocco di CD44 o il trattamento con sorafenib o 
regorafenib, risultassero in un rinforzo sinergico dell’azione 
antiproliferativa/pro-apoptotica dei farmaci in vitro saranno candidati come potenziali 
nuovi target farmacologici da investigare delle fasi pre-cliniche successive.  
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OBIETTIVO 2 

I geni individuati nell’obiettivo 1 come candidati per il targeting farmacologico 
combinato con il blocco di CD44 o i farmaci sorafenib e regorafenib saranno oggetto di 
investigazione in modelli murini di tumorigenesi di HCC. Questa sessione sperimentale 
avrà lo scopo di validare in vivo la sinergia ipotizzata nei dati preliminari (Figure 1-4). I 
modelli impiegati saranno basati su CDX (cell line-derived xenograft, con impianto 
sottocutaneo o ortotopico intraepatico), PDX (patient-derived xenograft), o sull’uso di 
carcinogeni chimici (come N-nitroso-dietilammina). Un modello basato sull’inoculo 
ortotopico di cellule di epatoma, H129, in fegati di topi singenici potrà essere utile per il 
consolidamento dei dati. 

Nell’esecuzione di questi modelli, si testeranno: 

1.​ L’inibizione di CD44 (tramite silenziamento stabile) o con inibitori (come l’anticorpo 
monoclonale umanizzato RG7356) in combinazione con inibitori chimici (se disponibili) 
o sequenze polinucleotidiche RNA antisenso incapsulate in vescicole liposomali per il 
targeting dei mRNA di risposta al silenziamento di CD44 validati nell’obiettivo 1. 

2.​ I farmaci sorafenib o regorafenib in combinazione con inibitori chimici (se 
disponibili) o sequenze polinucleotidiche RNA antisenso incapsulate in vescicole 
liposomali per il targeting dei mRNA di risposta agli stessi farmaci validati nell’obiettivo 
1. 

I farmaci saranno somministrati agli animali per via orale in dosaggi tra 10 e 50 mg/kg, 
in accordo con piani di somministrazione descritti in letteratura (13–16). 

Laddove il silenziamento transiente dei geni di interesse non dovesse risultare 
efficiente si provvederà ad un silenziamento stabile nel tempo (shRNA) tramite 
infezione di cellule HCC con vettori lentivirali o retrovirali. Questa strategia sarà 
applicabile limitatamente ai modelli CDX, che sono basati su cellule HCC 
immortalizzate e non ai modelli PDX (basati su tessuti tumorali di pazienti) o di 
carcinogenesi chimica. 

L’accrescimento dei tumori verrà monitorato nel tempo per la valutazione eventuale 
risposta degli stessi ai trattamenti. Il volume delle masse tumorali nei gruppi di controllo 
e dei trattati verrà misurato per stimare qualitativamente e quantitativamente gli effetti 
della sinergia farmacologica prevista. Agli end-point stabiliti gli animali saranno 
sacrificati e le masse espiantate per indagini immunoistochimiche e molecolari. Tali 
analisi consentiranno di individuare markers tissutali di risposta farmacologica, come 
descritto nell’obiettivo 3. 
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OBIETTIVO 3 

Una volta confermata l’ipotesi di sinergia farmacologica ipotizzata nella parte 
preliminare del progetto (Figure 1-4) verrà condotta un’indagine biochimica, molecolare 
e istologica ad ampio spettro sui pathway del segnale coinvolti in questa sinergia 
valutando l’espressione/attivazione di marker ed effettori di proliferazione (come Ki67, 
MYK, MAP chinasi), di stress (p38), di autofagia (p62, LC3B), di apoptosi (caspasi) in 
modelli in vitro e in vivo. L’analisi riguarderà sia cellule HCC trattate in vitro come 
previsto dalla parte progettuale attinente all’obiettivo 1, sia tumori generati nei modelli 
murini di HCC come descritto nell’obiettivo 2. Oltre alla quantificazione e localizzazione 
tissutale dei marcatori, le indagini istologiche quantificheranno parametri neoplastici 
come il grado di differenziamento cellulare, di vascolarizzazione, la componente 
stromale e l’infiltrazione immunologica nei tumori sperimentali in relazione ai 
trattamenti. 

 

DATI PRELIMINARI 

I dati in nostro possesso, ottenuti da analisi trascrittomica, rivelano che, a seguito del 
silenziamento stabile dell’espressione del marker di staminalità cancerosa, CD44, in 
cellule HCC (HLE e HLF), risulta up-regolata l’espressione del mRNA di 123 geni, e 
down-regolata quella di 754 geni (fold change ≥ 2 e ≤ 0.5, rispettivamente) (Figura 1). 
Tramite interrogazione del database pubblico di dati clinici Gene Expression Profiling 
Interactive Analysis (GEPIA2) abbiamo selezionato i geni up-regolati il cui maggior 
livello di espressione intratumorale risulti significativamente (p ≤ 0.05) associato a 
prognosi sfavorevole dei pazienti HCC. Questi geni (N = 10) sono da considerarsi 
potenzialmente coinvolti nella progressione maligna della neoplasia, e quindi possibili 
target farmacologici. Nello specifico, come ipotizzato nella sezione introduttiva, il blocco 
funzionale di questi geni, combinato con quello di CD44, potrebbe tradursi in una 
sinergica azione anti-tumorale. 

Gli stessi dati di trascrittomica hanno rivelato che, per effetto del trattamento delle 
stesse cellule HCC con i farmaci sorafenib e regorafenib alla concentrazione di 2.5 µM 
per 16 ore, gruppi di geni risultano up- o down-regolati a livello di mRNA (fold change ≥ 
2 e ≤ 0.5, rispettivamente). Specificamente, dopo trattamento con sorafenib 153 geni 
risultano up-regolati e 231 geni down-regolati, mentre dopo trattamento con 
regorafenib 169 geni risultano up-regolati e 238 geni down-regolati. Come per CD44, 
tra i geni up-regolati a seguito del trattamento con i 2 farmaci, sono stati selezionati 
esclusivamente quelli per i quali risulti una associazione statisticamente significativa tra 
up-regolazione e prognosi sfavorevole in pazienti HCC (N = 9 per sorafenib e N = 7 per 
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regorafenib, figure 2 e 3). I prodotti di questi geni rappresentano potenziali mediatori di 
farmacoresistenza, e il blocco funzionale della loro attività, associato al trattamento con 
i farmaci che ne inducono l’up-regolazione, potrebbe tradursi in un potenziamento 
sinergico dell’azione anti-tumorale dei farmaci stessi. 
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Figura 1. (A) Western blot per l’efficienza di silenziamento di CD44 in linee cellulari di 
HCC, HLE e HLF; GAPDH è usato come housekeeping gene per il controllo di 
caricamento (riadattato da Dituri et al, 2020 (17)). (B) Analisi trascrittomica di cellule 
HCC, HLE e HLF, trasfettate con vettore per l’espressione stabile di short hairpin RNA 
controllo (Ctrl-shRNA, non-targeting), o per il silenziamento di CD44 (CD44-shRNA). 
Sono riportati esclusivamente i geni per i quali il fold change è ≥ 2 per effetto del 
silenziamento, e per i quali esiste una correlazione statisticamente significativa tra 
maggior espressione nei tessuti tumorali di pazienti HCC e prognosi sfavorevole 
(overall e disease free survival, mostrate nelle curve di sopravvivenza Kaplan-Meier). 
RPKM = Reads Per Kilobase Million 

 

Figura 2. Analisi trascrittomica di cellule HCC, HLE e HLF trattate per 16 ore con 
veicolo (DMSO), o con sorafenib (Sor) alla concentrazione di 2.5 µM. Sono riportati 
esclusivamente i geni per i quali il fold change è ≥ 2 per effetto del trattamento, e per i 
quali esiste una correlazione statisticamente significativa tra maggior espressione nei 
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tessuti tumorali di pazienti HCC e prognosi sfavorevole (overall e disease free survival, 
mostrate nelle curve di sopravvivenza Kaplan-Meier). RPKM = Reads Per Kilobase 
Million 

 

Figura 3. Analisi trascrittomica di cellule HCC, HLE e HLF trattate per 16 ore con 
veicolo (DMSO), o con regorafenib (Reg) alla concentrazione di 2.5 µM. Sono riportati 
esclusivamente i geni per i quali il fold change è ≥ 2 per effetto del trattamento, e per i 
quali esiste una correlazione statisticamente significativa tra maggior espressione nei 
tessuti tumorali di pazienti HCC e prognosi sfavorevole (overall e disease free survival, 
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mostrate nelle curve di sopravvivenza Kaplan-Meier). RPKM = Reads Per Kilobase 
Million 

 

Figura 4. Diagramma descrittivo dell’ipotesi di partenza del progetto. FC = Fold 
Change. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Per l’ottenimento dei dati preliminari, sono state usate linee cellulari di HCC, HLE e 
HLF, controllo e silenziate stabilmente per CD44. Queste cellule sono state trattate con 
DMSO o sorafenib, o regorafenib alla concentrazione 2.5 µM per 16 ore. L’RNA totale è 
stato quindi estratto, dosato, controllato per l’integrità, e sottoposto ad analisi 
trascrittomica. 
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Per il conseguimento degli obiettivi annuali si condurranno esperimenti in vitro (colture 
cellulari, real-time PCR, western blot) e in vivo. Questi ultimi consisteranno in modelli 
animali sperimentali di HCC, basati su xenotrapianti (sottocutanei o ortotopici) di cellule 
HCC (CDX), o innesti sottocutanei di tessuti tumorali da pazienti (PDX). I modelli PDX 
saranno generati a partire da frammenti tumorali di HCC ottenuti da chirurgia tramite 
resezione. 

I test statistici utilizzati saranno di tipo parametrico o non sulla base del tipo di 
distribuzione dei dati (normale o non). Nelle analisi di sopravvivenza con lo stimatore di 
Kaplan-Meier il cutoff che divide i gruppi in high e low è rappresentato dalla mediana. 

 

RISULTATI ATTESI 

(1)​Validazione dei dati di espressione dei geni di interesse individuati nell’analisi 
trascrittomica preliminare (Figure 1-4) attraverso quantificazione dei livelli di mRNA 
(tramite qPCR) e di prodotto proteico (tramite western blot) degli stessi geni. Si 
prevede un ragionevole accordo sperimentale tra risultati dell’analisi trascrittomica e 
della validazione successiva. 

(2)​Dimostrazione dell’efficacia sinergica in senso anti-proliferativo/pro-apoptotico 
dell’inibizione combinata di CD44 e della funzione dei geni potenziali tumor-supporter 
up-regolati in risposta all’inibizione di CD44 (Figura 1) in modelli in vitro e in vivo di 
HCC. 

(3)​Dimostrazione della sinergia anti-proliferativa/pro-apoptotica dell’azione di sorafenib 
o regorafenib combinata con l’inibizione dell’attività dei geni potenziali di 
farmaco-resistenza up-regolati in risposta al trattamento con gli stessi farmaci (Figure 
2, 3) in modelli in vitro e in vivo di HCC. 

 

INNOVAZIONI 

La ricerca sul cancro è incessantemente impegnata nell’identificazione di nuovi target 
molecolari coinvolti nella progressione maligna da aggredire farmacologicamente per 
migliorare il decorso clinico della patologia. In particolare, di grande interesse è 
l’individuazione di target (già noti o di nuova scoperta) la cui inibizione farmacologica 
combinata possa tradursi in effetti anti-tumorali sinergici, dato il vantaggio derivante 
dalla maggior efficacia della combinazione di molecole rispetto alla somma degli effetti 
delle molecole somministrate singolarmente. Il carattere innovativo del nostro progetto 
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risiede nell’aver rivelato una inattesa iper-attivazione, in cellule HCC, di geni associati a 
progressione di questa neoplasia, in risposta all’inibizione di marcatori di staminalità 
cancerosa o all’azione di farmaci in uso nella pratica clinica (sorafenib/regorafenib). Il 
blocco funzionale di questi geni, in associazione all’inibizione di marcatori di staminalità 
cancerosa, o all’impiego di quei farmaci potrebbe tradursi in una amplificazione su 
base sinergica dell’efficacia anti-tumorale. I risultati attesi nello svolgimento del 
progetto puntano alla rilevante finalità di by-passare le resistenze farmacologiche 
indotte dalle molecole usate nel trattamento dell’HCC e pongono le basi per il 
raggiungimento di un reale beneficio in termini prognostici per questa neoplasia. 
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INTRODUZIONE  

Il carcinoma del colon retto è la terza neoplasia più comunemente diagnosticata e la 
seconda causa di morte per cancro a livello globale. 

Gli adenocarcinomi, che si sviluppano dalle cellule epiteliali ghiandolari del colon e del 
retto, costituiscono i tumori del colon-retto maggiormente individuati (>90%) (1). 

Esistono tre tipi principali di CRC: sporadici, ereditari e associati a colite. 

Circa il 60/65% dei casi di CRC insorgono sporadicamente, cioè in individui senza una 
storia familiare di CRC o mutazioni genetiche ereditarie che ne aumentano il rischio di 
insorgenza. 
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Il CRC sporadico, sopraggiunge a seguito di aberrazioni genetiche ed epigenetiche 
somatiche acquisite, attribuibili per la maggior parte a fattori di rischio potenzialmente 
modificabili. 

Circa il 25% dei casi di CRC ha una storia familiare senza alcuna evidente sindrome 
tumorale ereditaria. Solo il 5% è attribuito a sindromi tumorali ereditarie come il cancro 
colorettale non poliposico ereditario (HNPCC, noto anche come sindrome di Lynch) o la 
poliposi adenomatosa familiare (FAP), causate da mutazioni germinali ereditate in geni 
rari ma ad alta penetranza (ad esempio, MLH1 e APC, rispettivamente) (2). 

La storia naturale del CRC può essere suddivisa in quattro fasi principali: iniziazione, 
promozione, progressione e metastasi (3). 

Il CRC si sviluppa quando le cellule epiteliali acquisiscono una serie di alterazioni 
genetiche o epigenetiche che le rendono iperproliferative. Queste cellule in rapido 
sviluppo formano un adenoma benigno, che può evolvere in cancro e metastatizzare 
(4). 

Lo sviluppo del CRC è correlato a fattori di rischio non modificabili e modificabili. I 
fattori di rischio non modificabili, detti così perchè non possono essere controllati dal 
paziente, sono sesso, età, razza, storia familiare, presenza di polipi adenomatosi o 
diagnosi di malattie infiammatorie intestinali (IBD). 

I fattori modificabili, invece, sono legati alle abitudini o agli stili di vita individuali. 
Modificando o alterando tali fattori, il rischio di CRC può essere ridotto (5). 

Tra i fattori ambientali, modificabili, il ruolo dei microrganismi nella biologia del cancro è 
sempre più riconosciuto (6). 

Ospitando circa 3×1013 batteri, il colon-retto interagisce con un gran numero di 
microrganismi, con i quali l'epitelio intestinale è in costante dialogo (7). 

Questi microrganismi sono importanti per la fisiologia gastrointestinale e, cambiamenti 
nella loro abbondanza relativa, possono alterare l'equilibrio, l’immunità e il metaboloma 
portando a malattie intestinali ed extraintestinali. Secondo evidenze sperimentali, il 
microbioma intestinale è coinvolto nell’insorgenza, nella progressione e nella risposta 
al trattamento del CRC. Nei pazienti con CRC, infatti, si possono osservare 
cambiamenti sostanziali nell’abbondanza di batteri specifici e di molecole prodotte da 
essi (8). 

Il polifosfato inorganico (iPolyP), molecola altamente pro-infiammatoria, è prodotta 
dalle piastrine, da alcuni batteri del tratto gastrointestinale ed è abbondante in molte 
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cellule tumorali. Si è visto che alcuni fattori come lo stress ossidativo e una limitazione 
dei nutrienti, possono upregolare la sintesi batterica del polifosfato inorganico; 
nell’adenocarcinoma dell’intestino tenue, infatti, sono stati trovati elevati livelli di 
polifosfato inorganico, che agisce come fonte di energia per le cellule tumorali (9). 

Il polifosfato, inoltre, regola l’attività di mTOR, un’importante chinasi coinvolta nella 
proliferazione cellulare, il cui signaling è comunemente attivato nei tumori (10). 

Per tutte le suddette ragioni e poiché, nel microambiente tumorale del CRC, sono 
determinanti le molecole prodotte dal microbioma, il nostro obiettivo è quello di valutare 
se il polifosfato inorganico svolge un ruolo importante nella progressione e crescita 
tumorale. 
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OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: Dosaggio del polifosfato inorganico in linee cellulari tumorali, 
tessuti bioptici umani e murini di carcinoma del colon retto, rispetto alla controparte 
wild-type. Screening proteico per il recettore TRPM8 in linee cellulari tumorali e tessuti 
bioptici umani e murini di carcinoma del colon- retto rispetto alla controparte wild-type. 

Obiettivo specifico 2: Determinare attraverso saggi funzionali se l’abbondanza di 
polifosfato nei tessuti tumorali, ha un ruolo nella proliferazione e migrazione delle 
cellule tumorali di CRC. 

Obiettivo specifico 3: Attribuire una nuova funzione al polifosfato inorganico, come 
eventuale biomarker diagnostico rilevabile mediante metodiche meno invasive. 

Obiettivo specifico 4: Mettere a punto una nuova strategia terapeutica e testarla in vitro 
e in vivo, che possa contrastare l’eventuale azione pro-tumorale e pro-infiammatoria 
del polifosfato inorganico. 

 

Obiettivo 1 

Il primo obiettivo di questo studio prevede il dosaggio del polifosfato inorganico, 
mediante l’utilizzo di un apposito kit fluorimetrico, in linee cellulari e in tessuti bioptici 
umani e murini tumorali e della controparte non tumorale. Le linee cellulari tumorali di 
CRC utilizzate saranno le CACO-2, le SW620 e le SW480 e i livelli di polifosfato di 
esse saranno comparati con i livelli delle rispettive linee cellulari wild-type denominate 
HCEC-1CT. 

Il segnale intracellulare responsabile dell’attività proliferativa innescata dal polifosfato 
inorganico, è regolato dal Transient Receptor Potential Melastatin Subtype 8 (TRPM8), 
un canale ionico, non selettivo e multimodale, con una preferenza per lo ione Ca2+ 
(11). 

Per questa ragione, si prevede di valutare l’espressione proteica di tale recettore, 
mediante analisi di Western Blot sia nelle linee cellulari che nei tessuti bioptici tumorali 
e non tumorali umani e murini, sopra-menzionati. 

Obiettivo 2 

Qualora ci sia un’abbondanza di polifosfato inorganico e una over-espressione del 
recettore TRPM8 nelle cellule tumorali rispetto alla controparte normale, stabiliamo il 
secondo obiettivo. 
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Esso consiste nella determinazione, attraverso saggi funzionali, del ruolo che il 
polifosfato inorganico e il suo recettore svolgono nell’ambito del carcinoma del 
colon-retto. I saggi funzionali prevedono test di proliferazione e di migrazione, 
post-trattamento delle linee cellulari già menzionate, con polifosfato inorganico e con 
AMTB hydrochloride, già noto inibitore del recettore TRPM8. I saggi funzionali saranno 
seguiti dalla valutazione dell’espressione proteica e genetica di proteine/geni coinvolti 
nella proliferazione e nella migrazione mediante saggi di Western Blot, Real-time PCR 
e Immunofluorescenza. 

Obiettivo 3 

A seguito del ritrovamento di una eccessiva concentrazione di polifosfato inorganico, 
nel terzo obiettivo si prevede di mettere a punto studi che identifichino questa molecola 
come un eventuale biomarcatore diagnostico rilevabile mediante metodiche meno 
invasive, diverse dalla biopsia. 

Per tale ragione, il terzo obiettivo, consisterebbe nel dosare questa molecola nelle feci 
di modelli murini sani, affetti da colite e da CRC. Inoltre, qualora venissero riscontrate 
differenze significative, si passerebbe all’analisi su campioni di feci umane derivanti da 
donatori sani, con coliti e affetti da CRC, rispettivamente. 

Obiettivo 4 

Il quarto obiettivo consisterebbe nel mettere a punto una nuova strategia terapeutica 
che vedrebbe l’utilizzo dell’inibitore del recettore TRPM8, AMTB hydrochloride, qualora, 
i test in vitro mostrassero una riduzione della progressione e proliferazione delle cellule 
tumorali. Il trattamento con l’inibitore di TRPM8, verrebbe successivamente testato in 
vivo su modelli murini di CRC e infiammazione, come farmaco libero. 
Successivamente, verrà studiato l’andamento del tumore dal punto di vista morfologico 
e l’eventuale effetto anti-infiammatorio dello stesso. 

 

DATI PRELIMINARI 

I dati preliminari che abbiamo a disposizione, relativi ad esperimenti condotti su tessuti 
bioptici tumorali e peritumorali, di pazienti con carcinoma del colon-retto, mostrano una 
differenza nella concentrazione del polifosfato inorganico. 

Nel grafico sottostante, di fatti, si osserva come la concentrazione di polifosfato 
inorganico sia significativamente maggiore nel tessuto tumorale rispetto alla 
controparte peritumorale. 
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Per tale ragione, abbiamo eseguito analisi di screening mediante Western Blot, sui 
tessuti bioptici dei medesimi pazienti, valutando l’espressione del TRPM8, il canale per 
il polifosfato inorganico. Dai risultati ottenuti si evince che la controparte tumorale 
esprime elevati livelli di TRPM8, rispetto al corrispettivo peritumorale. Questi dati 
supportano i precedenti dimostrando che, laddove si osserva un aumento della 
concentrazione del polifosfato inorganico nelle cellule tumorali, si osserva anche un 
concomitante aumento dell’espressione del suo canale TRPM8. 

 

Siamo passati successivamente allo studio del ruolo del polifosfato inorganico nelle 
cellule tumorali e nel microambiente tumorale del carcinoma del colon-retto. Il primo 
test funzionale, realizzato su linee cellulari di CRC denominate CACO-2, è un test di 
proliferazione effettuato mediante il Crystal Violet Assay. Dai risultati ottenuti si osserva 
che le CACO-2, trattate con il polifosfato inorganico, mostrano un significativo aumento 
della proliferazione; al contrario l’inibitore di TRPM8, AMTB hydrochloride, blocca 
l’azione del polifosfato inorganico e, di conseguenza, l’aumento proliferativo. 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE: 

Lo studio proposto verrà condotto con metodiche standard di biologia cellulare e 
molecolare e di biochimica. Si procederà dapprima all’estrazione del polifosfato 
inorganico dalle linee cellulari in questione (HCEC-1CT, CACO-2, SW480, SW620) 
mediante utilizzo del iPolyP Extraction Buffer. Successivamente, mediante 
omogenizzazione e, con l’utilizzo dello stesso buffer, si procederà all’estrazione della 
molecola di interesse anche da tessuti bioptici peritumorali e tumorali derivanti da 
pazienti e da modelli murini di CRC. Post-estrazione, il dosaggio del iPolyP verrà 
effettuato con un apposito Kit fluorimetrico. 

Per valutare l’espressione del canale per il polifosfato, nelle cellule tumorali e nella 
controparte peritumorale o sana, si procederà alla preparazione dei lisati proteici sia 
nelle linee cellulari sopra- menzionate che nei tessuti bioptici corrispondenti ai pazienti 
e ai modelli murini utilizzati precedentemente. L’analisi qualitativa e quantitativa verrà 
effettuata mediante saggi di Western Blot. 

Una volta accertato l’aumento di concentrazione del polifosfato inorganico nelle cellule 
tumorali e l’aumento dell’espressione di TRPM8, si passerà al secondo obiettivo del 
nostro studio. Esso prevede la messa a punto di saggi funzionali di proliferazione e 
migrazione in transwell mediante Crystal Violet Assay, post-trattamento delle linee 
cellulari in questione con iPolyP e AMTB hydrochloride. Si procederà con la 
valutazione dell’espressione di proteine/geni come Ki67 e PCNA, coinvolte nella 
proliferazione cellulare e di proteine come E-caderina, N-caderina, vimentina, 
fibronectina, metalloproteasi-2 e metalloproteasi-9 tipicamente coinvolte nella 
migrazione cellulare. Per tale scopo, verranno messi a punto saggi di 
Immunofluorescenza, Western Blot e Real-Time PCR. 
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In concomitanza con gli esperimenti appena menzionati, si prevedono analisi 
citofluorimetriche (mediante staining con Annexina V/Propidium Iodide (PI)) al fine di 
stabilire se il farmaco proposto abbia un ruolo determinante nell’inibizione della 
proliferazione nonché nella morte cellulare. 

Il terzo obiettivo vedrebbe il polifosfato inorganico come nuovo biomarcatore 
diagnostico per il carcinoma del colon-retto. Per tale scopo, si procederà alla raccolta 
delle feci di modelli murini affetti da colite e da CRC e all’estrazione del polifosfato 
inorganico da esse con successivo dosaggio mediante l’utilizzo del kit fluorimetrico di 
cui sopra. Inoltre, a diverse tempistiche, durante il processo infiammatorio e la crescita 
tumorale, saranno effettuate colonscopie con prelievi bioptici impiegati per la 
valutazione del iPolyP. 

Qualora vengano riscontrate delle differenze, si procederà nello stesso modo, previa 
raccolta delle feci umane di donatori sani e pazienti affetti da colite e CRC. 

Il polifosfato inorganico potrebbe essere sia un marker quantitativo che qualitativo; 
mentre i biomarker quantitativi forniscono valori distribuiti su una scala continua, i 
biomarker di natura qualitativa forniscono un risultato binario (presento o assente). La 
distinzione tra individui positivi ai biomarker e negativi ai biomarker sarà effettuata sulla 
base di un valore soglia (cut-off) applicato alle misurazioni quantitative. 

Il quarto obiettivo verrà condotto mediante sperimentazione in vivo su modelli murini 
affetti da CRC e colite ai quali verrà somministrato via gavage e intraperitoneale 
l’inibitore AMTB hydrochloride, per seguirne successivamente sia l’aspetto 
infiammatorio che il volume e la morfologia della massa tumorale. Per valutare l’aspetto 
infiammatorio, verranno dosate le citochine pro-infiammatorie nel sangue mediante 
l’utilizzo di kit Elisa e verranno effettuati saggi di immunoistochimica. 

 

RISULTATI ATTESI 

Gli esperimenti condotti prevedono: 

1.​ La conferma in vitro dei dati preliminari proposti e la comprensione del ruolo svolto 
dal polifosfato inorganico nel microambiente tumorale, il quale potrebbe essere 
coinvolto nella proliferazione e migrazione delle cellule tumorali di carcinoma del 
colon-retto e nel processo infiammatorio sottostante. 

2.​ Individuare un nuovo biomarcatore che abbia molteplici funzioni nella diagnosi 
precoce e nel monitoraggio del paziente con CRC e colite. 
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3.​ I risultati in vitro proposti, verranno inseriti in un contesto di esperimenti in vivo che 
prevedono l’utilizzo di modelli murini affetti da colite e CRC. Questo potrebbe sfociare 
in una nuova strategia terapeutica che, con l’utilizzo dell’inibitore del TRPM8, avrebbe 
tre possibili effetti: 

-​ arresto della crescita tumorale; 

-​ riduzione delle dimensioni della massa tumorale, qualora la privazione di energia 
derivante dal segnale innescato dal pathway del polifosfato inorganico induca la morte 
cellulare; 

- riduzione del processo infiammatorio caratteristico della colite in vivo. 
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INTRODUZIONE  

p63 è un fattore di trascrizione appartenente alla famiglia di p53, che include p53 
stesso e p73. Attraverso due distinti promotori, P1 e P2, il gene TPp63 genera due 
isoforme, la proteina con dominio transattivante (TAp63) e la proteina deleta 
dell’estremità N-terminale (ΔNp63), mancante del suddetto dominio. Entrambe sono 
soggette inoltre a splicing alternativo all’estremità C-terminale per produrre le isoforme 
α, β e γ, portando così all’esistenza di almeno 6 isoforme [1]. A causa della mancanza 
del dominio canonico di transattivazione, le isoforme ΔNp63 sono state inizialmente 
descritte come fattori dominanti negativi delle funzioni di TAp63 e di p53. Tuttavia, 
successivamente è stato dimostrato che ΔNp63 può funzionare come attivatore o 
repressore della trascrizione di diversi geni, grazie alla presenza di un secondo 
dominio di transattivazione presente nella sua struttura e ad una residua attività di 
transattivazione presente all’estremità N-terminale [2]. Infine, è noto che ulteriori 
isoforme vengono prodotte in seguito a splicing degli introni presenti nel trascritto di 
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TP63. ΔNp63 è la forma più abbondante espressa nello strato basale degli epiteli 
pluristratificati, dove ne mantiene il potenziale proliferativo. L’importanza di p63 durante 
la morfogenesi epiteliale è stata dimostrata in diversi modelli animali: la delezione 
genica di p63 inibisce lo sviluppo di diversi tessuti di derivazione ectodermica, come 
timo e pelle, portando anche a morte prematura. Negli uomini, mutazioni eterozigoti nel 
gene TP63 provocano difetti nello sviluppo che ricordano quelli osservati in topi 
knockout per p63 [3]. Sebbene p63 sia stato inizialmente identificato e studiato per il 
suo ruolo negli epiteli pluristratificati, diversi studi hanno dimostrato la sua presenza 
anche in altri organi quali muscoli scheletrici, linfociti, prostata e seno, sia in condizioni 
fisiologiche che patologiche, quali i tumori [4]. Ciò che emerge da questi studi è che 
TAp63 si comporta da soppressore di tumori, mentre le isoforme ΔNp63 promuovono la 
crescita tumorale [5,6]. Tuttavia, questa è solo una semplificazione, ed i risultati variano 
a seconda del modello utilizzato. Inoltre, non tutte le isoforme di p63 sono state 
caratterizzate, pertanto è importante identificare quali sono le isoforme espresse nei 
differenti contesti in modo da capire le loro funzioni in tessuti normali e neoplastici e 
valutarne una potenziale interazione. 

Il tumore al colon-retto (CRC) è la terza causa di mortalità nel mondo, soprattutto per lo 
sviluppo di metastasi, localizzate principalmente al fegato [7]. Nonostante le numerose 
terapie attualmente disponibili, i pazienti con metastasi al fegato derivanti da tumore al 
colon-retto (CRLM) sono soggetti a prognosi peggiore, con un tasso di sopravvivenza 
pari al 14% [8]. I principali trattamenti utilizzati per pazienti con CRLM sono la chirurgia 
e la chemioterapia, ma al momento della diagnosi il 10% dei casi risulta inoperabile. 
Attualmente, una strategia promettente utilizzata con successo nel trattamento di 
diversi tipi di tumori è l’immunoterapia. Nondimeno, questo approccio non risulta 
sempre efficace in pazienti con CRC e CRLM, a motivo del contesto genetico [9], per 
cui è essenziale sviluppare nuove terapie in modo da aumentare la durata della 
sopravvivenza dei pazienti con CRLM. 

Il ruolo di p63 nel tratto gastrointestinale non è stato ancora ben caratterizzato e ad 
oggi è controverso. In particolare, da uno studio condotto su 66 pazienti con CRC è 
emerso che l’espressione di p63 è alta nel 47% dei casi e bassa nel 35% [10]. In 
questo contesto è emerso che solo l’isoforma TAp63 è espressa sia in colon normale 
che neoplastico. Inoltre, studi condotti su un modello murino hanno evidenziato che 
inibendo p63 aumentano sia la proliferazione delle cellule di CRC che il volume del 
tumore [11]. Questo effetto è revertito esprimendo TAp63 ma non ΔNp63. Infine, è stato 
osservato che CRC più invasivi e metastatici esprimono livelli più bassi di p63, 
suggerendo che p63 possa inibire la tumorigenesi ed il processo di metastatizzazione 
[10]. Alla luce del suo ruolo nel modulare l’invasività tumorale, e le poche informazioni 
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attualmente disponibili circa il coinvolgimento di p63 nello sviluppo del CRLM, è 
d’obbligo valutare l’interazione tra p63 ed il microambiente tumorale (TME), in 
particolare nelle lesioni epatiche metastatiche. Ad oggi, poco è noto circa la 
modulazione del sistema immunitario nel contesto delle metastasi al fegato. Uno dei 
concetti più importanti a carico del TME è l’interazione che si instaura tra il tumore e le 
cellule del sistema immunitario [12]. Sono state identificate diverse citochine che 
operano in questo contesto, e diversi studi hanno valutato il coinvolgimento di p63. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: Identificare le isoforme di p63 espresse in linee cellulari derivate 
da tumori al colon-retto e metastatiche e validarne la funzione nel modello tumorale 
scelto. 

Obiettivo specifico 2: Mimare nelle colture cellulari bidimensionali di cui al punto 1.1 le 
differenti fasi tumorigeniche e valutare l’espressione di p63 sia in termini trascrizionali 
che traduzionali. Identificare le condizioni per la formazione di organoidi derivati da 
linee di CRC e CRLM. 

Obiettivo specifico 3: Valutare l’interazione tra TME e p63. 

 

Obiettivo 1: 

All’interno di questa sezione valuteremo l’espressione delle diverse isoforme di p63 a 
livello trascrizionale e traduzionale e definiremo il contesto cellulare più appropriato. 

1.​ Saranno misurati i livelli di espressione dell’RNA, delle proteine e la vita media 
ubiquitina- dipendente delle isoforme di p63 (ΔNp63-α/β/γ e TAp63- α/β/γ) in linee 
cellulari tumorali derivate da colon, come le SW480 e le SW620 [13], HT-29, HCT-116, 
Caco2 e la linea di colon normale HCEC. 

2.​ Tutte le linee cellulari menzionate nel punto 1.1 saranno manipolate alterando i 
livelli di espressione di p63 usando i lentivirus per indurne una loro stabile espressione 
o silenziamento (RNAi). Ciò che andremo ad analizzare sarà l’attivazione o la 
repressione della trascrizione dei geni notoriamente a valle di p63, le proprietà di 
crescita cellulare (proliferazione/apoptosi), l’induzione della transazione 
epitelio-mesenchimale (EMT) e la migrazione. 
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Obiettivo 2: 

In questa fase studieremo come i livelli di espressione di p63, analizzati per mezzo di 
anticorpi isoforma- specifici, variano durante la tumorigenesi. 

1.​ Saranno riprodotte in vitro, in colture bidimensionali, le diverse fasi che portano alla 
formazione di metastasi, come ad esempio l’EMT, la migrazione, la proliferazione. Per 
ogni fase saranno valutati i livelli di espressione di p63, in particolare per valutare 
eventuali modificazioni nell’espressione delle isoforme di p63 durante le diverse fasi. 

2.​ Saranno sviluppati modelli cellulari 3D con cellule SW480 che mimeranno il tumore 
al colon primario, e cellule SW620 che mimeranno il tumore al colon metastatico. Gli 
organoidi saranno coltivati in Matrigel. Durante la maturazione degli organoidi sarà 
valutata l’espressione di p63 così come l’espressione di marcatori specifici di 
proliferazione, staminalità, invasione ed adesione. In base ai risultati ottenuti, si 
silenzierà o sovraesprimerà una specifica isoforma di p63 e si valuteranno gli effetti 
biologici per mezzo dei saggi biologici sopra descritti. A questo scopo, si produrranno 
ed utilizzeranno inoltre costrutti inducibili di p63in modo da determinare se la sua 
espressione sia necessaria per il progredire delle diverse fasi durate il processo di 
metastatizzazione. 

3.​ Si procederà a valutare l’interazione tra i diversi membri della famiglia di p63. 
Pertanto si silenzierà e sovraesprimerà in modo alternativo e combinato le diverse 
isoforme e se ne valuterà l’effetto biologico utilizzando i saggi più appropriati. 

 

Obiettivo 3:  

In questa fase sarà valutata l’interazione tra p63 ed il microambiente tumorale. Diversi 
studi hanno dimostrato l’importanza del TME nel processo di metastatizzazione [12]. 
Inoltre, il TME è noto per essere coinvolto nel regolare la riposta all’immunoterapia [14]. 
Il TME del CRC, come di tutti gli altri tumori solidi, comprende non solo le cellule 
tumorali ma anche altri tipi cellulari come i fibroblasti associati al tumore (CAF), cellule 
del sistema immunitario (ad esempio linfociti B, linfociti T, macrofagi, cellule natural 
killer) e cellule dello stroma. La comunicazione tra i diversi tipi cellulari determina il 
destino del tumore ed è mediata da fattori di crescita, citochine, esosomi e componenti 
della matrice extracellulare [15]. Studi recenti hanno dimostrato come alcune fasi 
tumorigeniche indotte da citochine siano mediate da p63. In particolare è emerso che il 
TGFβ induce la degradazione di p63 al fine di promuovere la migrazione delle cellule 
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tumorali pancreatiche [16]. Altri studi condotti in tumori al seno dimostrano come le vie 
di segnalazione del TGFβ agiscono a molte o a valle di p63 per favorire la 
metastatizzazione, in particolare è stato dimostrato che ΔNp63 promuove la 
formazione di metastasi mediata da TGFβ, mentre TAp63 la sopprime [17]. 

I macrofagi associati al tumore (TAM) rappresentano una delle maggiori classi di cellule 
immunitarie presenti nel TME di diversi tipi di tumore, incluso il CRC. Sono cellule 
plastiche che possono acquisire due distinti fenotipi, definiti M1 ed M2 [18]. Il tipo M1 
possiede proprietà anti-tumorali che gli consentono di limitare la crescita tumorale e la 
migrazione delle cellule tumorali verso organi secondari. Il fenotipo M2 invece possiede 
proprietà pro-tumorali e immunosoppressive che stimolano l’angiogenesi e facilitano la 
migrazione delle cellule tumorali [19]. Nel TME, l’interazione tra macrofagi e cellule 
tumorali può influenzare la loro polarizzazione verso un fenotipo anti-tumorale o verso 
un fenotipo pro- tumorale. CCL2 è una delle chemochine coinvolte nel reclutamento dei 
macrofagi sia verso il tumore primario che secondario, dove promuove l’angiogenesi e 
la formazione di metastasi. Attualmente sono poche le informazioni in merito ad un 
eventuale ruolo di p63 nel mediare l’infiltrazione delle cellule immunitarie nel tumore. 
Solo recentemente è stato dimostrato nel tumore al seno che TAp73 inibisce il 
reclutamento dei macrofagi perché riduce l’espressione di CCL2 [20]. Inoltre, è stato 
evidenziato che p63 media il reclutamento verso la sede tumorale sia di neutrofili e 
macrofagi, regolando l’espressione di interleuchina-6 ed interleuchina -8 [21], che di 
cellule soppressive di derivazione mieloide (MDSC), attivando le chemochine CXCL2 e 
CCL22 [22] in modelli murini di carcinomi squamo-cellulari. Infine, Kubo e colleghi 
hanno dimostrato che p63 aumenta i livelli di espressione della chemochina CCL17 in 
diverse linee cellulari, mediando il reclutamento e l’attivazione di linfociti T CD4+ [23]. 

Allo scopo di valutare se il TME influenza la funzione di p63 e viceversa si procederà a: 

1.​ Valutare l’espressione delle isoforme di p63 in linee tumorali di colon identificate 
nell’Obiettivo 1 in presenza di elementi che caratterizzano il TME, come macrofagi M1 
ed M2, linfociti T attivati ed i CAF. A questo scopo i macrofagi saranno ottenuti 
differenziando la linea monocitaria THP-1 e polarizzandola verso i due fenotipi. I 
linfociti T CD4+ saranno ottenuti a partire da linfociti T naive trasformati e attivati con 
beads coniugate agli attivatori CD3/CD28 e stimolati con specifiche citochine. 
Dopodichè, si utilizzeranno co-colture in transwell di linee tumorali di colon e THP-1 
polarizzate, linfociti T o CAF e tramite western blot e qPCR si valuterà l’espressione 
delle isoforme di p63. 

2.​ In base ai risultati ottenuti, le linee tumorali di cui al punto 1 saranno stimolate con il 
terreno condizionato di colture di macrofagi, di linfociti T CD4+ e CD8+ o di CAF e 
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saranno valutati la trascrizione di noti geni target di p63, la proliferazione/apoptosi 
cellulare, l’induzione di EMT e la migrazione. Contestualmente si silenzierà o 
sovresprimerà transientemente p63 per verificare la specificità degli effetti biologici 
ottenuti. 

3.​ Valutare l’induzione ed il rilascio di specifiche citochine (TGFβ, TNFα, IL6, IL-8 e 
altre) dalle linee tumorali indicate al punto 1.1 in cui p63 è stato silenziato o 
sovraespresso stabilmente. A questo scopo si useranno saggi ELISA. In base ai 
risultati ottenuti si procederà a valutare anche eventuali modificazioni dell’espressione 
e della funzione di p63 in seguito a stimolazione delle linee tumorali con le suddette 
citochine. 

4.​ Valutare l’effetto di p63 sulla polarizzazione dei macrofagi. A questo scopo le linee 
tumorali identificate nei punti 1.1 e 2.1 saranno manipolate in modo da ridurre o 
aumentare l’espressione di p63 e messe in co-coltura in transwell con macrofagi 
THP-1. Il fenotipo dei macrofagi sarà caratterizzato testando l’espressione di citochine 
e recettori di membrana pro- ed anti-tumorali attraverso le tecniche di qPCR ed 
immunofluorescenza. In base al fenotipo ottenuto verrà testata la funzione dei 
macrofagi utilizzando saggi cellulari appropriati. 

 

DATI PRELIMINARI 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Gli esperimenti in vitro comprendono analisi di immunofluorescenza, saggi ELISA, 
qPCR, Western Blot, saggi di proliferazione (incorporazione di BrDU e MMT) ed 
apoptosi cellulare (TUNEL), migrazione (scratch wound test e imaging su colture 
cellulari). La sovraespressione ed il silenziamento di p63 saranno ottenuti veicolando 
siRNA o plasmidi nelle cellule tramite i liposomi o infettando con lentivirus codificanti la 
proteina di interesse o shRNA. La capacità di invasione cellulare e la formazione di 
organoidi saranno studiate usando il Matrigel. I macrofagi saranno derivati da linee 
cellulari monocitiche THP-1 e successivamente polarizzati. I linfociti T naive saranno 
ottenuti da campioni di sangue umani e quindi trasformati ed attivati in linfociti T CD4+ 
e CD8+. I CAF saranno isolati da tessuti di CRC umani espiantati in fase di resezione 
chirurgica. Come analisi statistica per determinare la significatività delle differenze 
osservate si propone di utilizzare un minimo di triplicati tecnici per esperimento e di 
calcolare la media ± deviazione standard (SD) di almeno 3 esperimenti indipendenti. 

 

RISULTATI ATTESI 

Il nostro piano sperimentale si propone di capire il ruolo di p63 durante la formazione di 
tumore al colon ed eventuale sviluppo di metastasi al fegato. In particolare, data 
l’esistenza di diverse isoforme di p63 ci aspettiamo di capire se l’attivazione o lo 
spegnimento di una specifica isoforma sia necessaria o meno per una determinata fase 
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dello sviluppo del CRLM, come ad esempio EMT, migrazione delle cellule tumorali, 
angiogenesi, crescita del tumore secondario. Inoltre, capire se e come la modulazione 
di p63 possa modificare il TME ci consentirà di approfondire il potenziale dell’inibizione 
o induzione di p63 in combinazione con terapie antitumorali come l’immunoterapia e le 
terapie basate sull’uso di citochine. 

 

INNOVAZIONE  

La funzione di p63 è stata ben caratterizzata nel contesto epiteliale, sia normale che 
patologico. Tuttavia, ancora poco è noto circa la sua funzione nel tratto 
gastrointestinale, in particolare nel contesto delle metastasi al fegato derivanti da 
tumore al colon-retto. Definire quindi se e come sono coinvolte le diverse isoforme di 
p63 nello sviluppo del suddetto tumore sarà utile per sviluppare strategie terapeutiche 
mirate, ad esempio, a favorire la generazione di un microambiente immunocompetente 
che porti all’uccisione delle cellule tumorali e quindi ad una riduzione della massa 
tumorale stessa. In particolare, questo studio apre la porta a nuovi approcci terapeutici 
volti a superare la resistenza tumorale ai farmaci esistenti. Non meno importante, 
l’analisi della modulazione di p63 nelle diverse fasi tumorali è un punto di partenza per 
valutare la sua rilevanza clinico-patologica nel tratto gastrointestinale ed il suo utilizzo 
quale biomarcatore predittivo. 
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INTRODUZIONE  

Le malattie oncologiche che riguardano il tratto gastroenterico, risultano essere tra le 
più comuni cause di morte relative all’oncologia nel mondo in entrambi i sessi. Per 
questi pazienti vi è bisogno di approcci terapeutici su misura avanzati da sviluppare nel 
quadro della medicina di precisione. Nell’ambito di queste patologie l’infiammazione e 
l’immunità sono determinanti per lo sviluppo della carcinogenesi, della progressione e 
della metastatizzazione. Recentemente, Deng et al. ha riportato che i macrofagi 
associati al tumore (TAMs), risiedenti nel microambiente tumorale, non solo esprimono 
i recettori dei cluster di differenziazione 68 (CD68) (1), ma sono coinvolti 
nell’attivazione dell’inflammasoma rispetto ai macrofagi risiedenti nei tessuti non 
patologici, stimolando, in tal modo, le capacità migratorie e invasive delle cellule 
tumorali. 
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L’inflammasoma è un complesso intracellulare multiproteico tipico del sistema 
immunitario innato che media in prima linea le difese in risposta ad agenti patogeni 
attraverso l’attivazione e il rilascio delle citochine pro-infiammatorie (2). 
L’inflammasoma consiste in una proteina sensore, NLRP3, la quale riconosce e lega le 
molecole induttrici, con conseguente attivazione delle proteine effettrici, quali la 
caspasi-1 (3). L’attivazione della caspasi-1 produce forme mature delle 
pro-interleuchine 1 e 18, cosi come la forma matura della proteina Gasdermina D, il cui 
frammento N-terminale si autoassembla formando pori nella membrane plasmatica per 
il successivo rilascio delle citochine bioattive che inducono l’infiammazione e la morte 
cellulare, conosciuta come piroptosi dando quindi luogo alla risposta immunitaria 
sviluppata verso il complesso attivatore (4). Inoltre, una anomala risposta 
infiammatoria, risulta essere anche associata all’infiammazione che si sviluppa nelle 
malattie metaboliche, neurodegenerative e maligne. L’infiammazione cronica 
perpetuata nel tempo gioca un ruolo predominante in tutti gli stadi della tumorigenesi, 
inclusa l’immunosoppressione, la proliferazione, l’angiogenesi e metastasi (5). A 
dispetto dell’efficacia terapeutica, l’utilizzo dell’agente chemioterapico, 5-fluoracile 
(5FU), da solo o associato con altri farmaci quali l’oxaliplatino, la capecitabina o 
l’irinotecan, ha dimostrato avere limitazioni come l’aumento della farmaco-resistenza 
ed una breve emivita (da 5 a 20 minuti), data dal rapido turnover cellulare 
nell’organismo umano. Per questo motivo, le somministrazioni multiple ad alto 
dosaggio, per mantenere invariata la concentrazione terapeutica nel siero, spesso 
causa una tossicità severa. Lo sviluppo di nuove nanoformulazioni targhettanti ha 
portato ad un rilascio selettivo ed alternativo delle molecole farmacologiche, che 
potenzialmente riducono gli effetti collaterali e migliorano la qualità di vita dei pazienti 
con patologie oncologiche del tratto gastrointesatinale (6, 7, 8). Le emergenti vescicole 
extracellulari (EVs) rappresentano delle nanoparticelle naturali che potrebbero essere 
utilizzate a scopo terapeutico nel rilascio dei componenti farmacologici direttamente nei 
distretti cellulari colpiti. Le EVs sono nanovescicole rilasciate nello spazio extracellulare 
sia dalle cellule normali che da quella patologiche e, possono essere isolate a partire 
da differenti fluidi biologici come sangue, urine e saliva. Svariati studi hanno messo in 
evidenza che le Evs derivanti dalle cellule tumorali contengono e trasportano frammenti 
di acidi nucleici, proteine e lipidi che possono essere trasferiti attivamente in cellule 
riceventi, con conseguente induzione di modifiche cellulari quali la riprogrammazione, 
le metastasi e la resistenza terapeutica (9, 10). Le Evs possiedono delle proprietà 
superficiali peculiari dei tessuti di provenienza e la modifica delle loro proprietà di 
superficie può causare la riduzione o la completa inattivazione della loro attività. La 
sintesi di nanoparticelle derivanti da biomateriali organici ed inorganici può migliorare 
l’attività terapeutica delle EVs nel trattamento dei tumori del tratto gastroenterico 
mediante la sintesi di nanoparticelle ibride ottenute attraverso la combinazione di 
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nanoparticelle organiche, come liposomi e/o micelle ed EVs. Tali nanoparticelle ibride, 
possono essere utilizzate come “cavallo di Troia” per il rilascio mirato degli agenti 
chemioterapici solo sulle cellule tumorali, lasciando integre le cellule normali. La 
modifica delle proprietà di superficie delle nanoparticelle ibride, mediante l’utilizzo di 
RNAi/DNAi, sistemi diagnostici e biomolecole sintetiche, consente un targeting 
specifico. In accordo con questi limiti, abbiamo posto come obiettivo la produzione di 
nanoparticelle lipidiche innovative basate su nanomedicina, che possano soddisfare 
determinati requisiti fornendo così lo strumento più moderno e all'avanguardia per il 
targeting del tumore e il suo microambiente. Le nuove particelle saranno definite come 
Vescicole Asimmetriche con doppio bilayer (AVs), dove si potranno caricare 
componenti bioattivi come RNAi/DNAi. Le nostre AVs (Figura 1) hanno una struttura 
sovramolecolare con bilayer interno (IL) costituito da fosfolipidi a carica positiva e un 
bilayer esterno (EL) costituito da colesterolo, polietilenglicole e fosfolipidi. 

 

Tutte queste componenti sono approvate dall’Agenzia di Medicina Europea e dalla 
Food and Drug Administration per uso clinico, non essendo tossiche per macrofagi e 
per le cellule sane dell’organismo. Il complesso cationico IL con RNAi/DNAi promuove i 
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contatti con le membrane delle cellule con carica netta negativa, producendo 
un’internalizzazione endocitica, mediante meccanismi clatrina dipendenti o 
indipendenti. La porzione di EL delle nostre nanoparticelle contenente fosfolipidi, PEG 
e altri derivati sintetici, come polimeri biocompatibili (acido ialuronico ed i suoi derivati), 
consente ai macrofagi di internalizzare le AVs legando il recettore per CD68 e/o per 
l’acido ialuronico, garantendo in tal modo un lungo tempo di circolazione, un basso 
accumulo nel fegato, nella milza e nel polmone, migliorando la farmacocinetica, la 
biodistribuzione e l’efficacia terapeutica (11). 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Lo sviluppo delle nanoparticelle biomimetiche ibride, basate sull’ingegnerizzazione 
delle EVs e AVs preserva l’integrità delle componenti biologiche delle membrane, 
garantendo un targeting specifico, mediante l’utilizzo dell’anticorpo contro il CD68, 
proteina associata ai macrofagi naturali, e rendendo disponibile il contenuto 
terapeutico, quale il 5-FU, l’inibitore di NLRP3 (MCC950) e gli siRNA specifici per la 
Gasdermina D (siGSDMD) per l’inibizione dell’inflammasoma. 

La nostra ipotesi di lavoro è schematicamente riassunta nei seguenti punti: 

1.​ Preparazione ed ingegnerizzazione delle nanoparticelle EVs ottenute dalla fusione 
di EVs con AVs. 

2.​ Caricamento delle nanoparticelle EVs con la combinazione degli siGSDMD nella 
regione IL della struttura AV (e/o l’inibitore MCC950) e il 5-FU nella regione EL della 
struttura AV; funzionalizzazione delle loro superfici con l’anticorpo monoclonale 
anti-CD68 mediante un peptide di adesione al PEG o all’acido ialuronico per il 
trattamento target dei tumori gastro-enterici. L’overespressione del CD68, infatti, è 
risaputo essere legata ad uno stato avanzato della malattia, sia nel tessuto tumorale 
che nel peri-tumorale. Questi ibridi sono, quindi, eccellenti candidati per l’aumento della 
concentrazione farmacologica, nonché per la capacità di permeazione dei farmaci 
antitumorali, degli agenti diagnostici e di contrasto pur per i tessuti tumorali profondi. 

3.​ Tests in vitro e in vivo per le nanoparticelle ibride targhettanti CD68 utilizzando 
culture cellulari in 2D e 3D di linee cellulari tumorali, normali di stomaco e di colon per 
investigare i loro effetti sulla vitalità cellulare e sulla capacità di internalizzazione. Gli 
esperimenti in vivo invece, saranno effettuati utilizzando topi APC/min+, considerati un 
eccellente modello per il cancro colorettale umano. Mentre per il tumore gastrico verrà 

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 94 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

utilizzato un modello murino basato sulla degenerazione dei tessuti, provocato 
chimicamente con azossimetano (AOM) e sodio destran solfato (DSS). 

4.​ Utilizzo degli organoidi tumorali e normali derivanti dagli stessi pazienti affetti da 
carcinoma del colonretto e carcinoma gastrico per lo studio degli effetti nel sistema 
tumorale mediante l’assorbimento tissutale delle nanoparticelle, per la vitalità cellulare 
e per l’eventuale riduzione della massa tumorale. 

 

DATI PRELIMINARI 

È stato effettuato uno studio preliminare per studiare la sintesi delle nanoparticelle 
ibride EV e ottimizzare le fasi preparative, mediante l’utilizzo di idonei strumenti di 
caratterizzazione complementari. A tal fine sono stati effettuati esperimenti molto 
preliminari per ottenere ibridi derivati da EVs e micelle. In primo luogo, gli EVs sono 
stati isolati e colorati in rosso utilizzando Exoglo EVs Labeling Kit, mentre le micelle 
sono state colorate di verde-fluorescente e sono state ottenute da PEG- 2-PE e 
PEG-2-PE-CF e fosfolipidi. Sono stati eseguiti cicli multipli di congelamento istantaneo 
utilizzando azoto liquido, per indurre la fusione diretta tra EVs e micelle. Dopo 
un'attenta procedura di isolamento, effettuata con il metodo del gradiente di densità di 
saccarosio, la frazione raccolta attribuita alle EVs-micelle è stata caratterizzata 
mediante spettroscopia, microscopia confocale e fotoluminescenza (PL) (Figura 2). 
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Nella Figura 3 è stato riportato un esperimento preliminare sulle nanoparticelle ibride 
ottenute con la fusione di liposomi ed EVs. La popolazione di nanoparticelle ottenuta 
era omogenea, con una distribuzione monomodale e la dimensione riportata con 
l'acquisizione DLS era quasi la stessa della dimensione riportata nella micropotografia 
TEM. La morfologia era evidente con forma rotonda, una regione di densità all'interno 
delle nanoparticelle e la densità negativa per la membrana di nanoparticelle, che 
risultano brillanti rispetto alla regione interna. 

 

Uno studio preliminare in vitro è stato eseguito mediante esperimenti di colture cellulari 
per la crescita di sferoidi di carcinoma del colon retto, coltivati in 3D (sferoidi). In effetti, 
è stata necessaria un'indagine approfondita sulle linee cellulari CRC più adatte alle 
condizioni sperimentali per ottenere sferoidi coltivati in 3D senza l'uso di supporti 
organici in grado di assorbire gli EV ibridi ottenuti. La Figura 4A mostra le immagini 
rappresentative di questi sferoidi coltivati in 3D in stadi di crescita crescenti registrati 
dalla microscopia a campo luminoso. Gli sferoidi sono stati coltivati fino ad un tempo 
massimo di 96 ore. Già dopo le prime 6 ore, le cellule si sono aggregate dando luogo 
alla struttura sferica tipica delle colture 3D. Infatti, il fatto che gli sferoidi non richiedono 
alcun sostegno organico, quale il matrigel, è sicuramente rilevante, poiché, come 
qualsiasi supporto organico, esso può interferire durante l'incubazione delle EVs con gli 
3D-sferoidi. Le colture in 3D effettuate per 72 ore sono state caratterizzati dall'utilizzo di 
due marcatori specifici per la proliferazione cellulare e la necrosi, rispettivamente Ki-67 
e RIP-1, in quanto gli sferoidi sono tipicamente inclini a sviluppare un nucleo necrotico, 
a causa delle condizioni anossiche che si verificano quando si è in presenza di una 
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crescita anormala delle cellule sulla loro superficie (Figura 4B). E’ possibile osservare 
una totale assenza di proliferazione cellulare nel centro dello sferoide ascrivibile ad una 
necrosi evidente evidenziata dall’espressione del marcatore RIP-1. Il monitoraggio 
degli sferoidi a diversi tempi di crescita utilizzando marcatori di proliferazione e necrosi 
permette di determinare il tempo di trattamento più lungo possibile con esosomi ibridi 
prima che le cellule nella struttura sferoidale comincino a soffrire. Ulteriori esperimenti 
preliminari sono stati eseguiti per studiare la capacità delle EVs nell’essere 
interiorizzata da colture in 3D. Per questo scopo, sferoidi 3D di cellule Caco-2 coltivate 
per un massimo di 48 ore sono state incubate per 6, 24 e 48 ore con EVs marcati con 
colorante fluorescente verde, derivanti da colture cellulari di Caco-2. La Figura 4C 
mostra che lo sferoide in coltura 3D ha interiorizzato con successo la fluorescenza 
verde degli EVs. 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Generazione di nanoparticelle EVs ibride che trasportano diversi farmaci, a 
partire da EVs da sangue di pazienti CRC, combinato con liposomi o micelle. 

Isolamento delle Evs totali dal sangue dei pazienti. 

Abbiamo già riportato l'isolamento e la caratterizzazione degli EVs in pazienti con CRC 
e cancro gastrico (GC). Dopo aver ricevuto il consenso del comitato etico, i pazienti 
saranno iscritti garantendo la parità di genere in tutti i gruppi: 

A: 100 pazienti senza sintomi tumorali provenienti dal reparto di endoscopia, recuperati 
per disturbi intestinali sconosciuti; 

B: 100 pazienti con diagnosi di cancro CRC e assegnati per la rimozione del tumore al 
reparto di chirurgia. Per l'estrazione di EVs da 10 mL di sangue umano si applica una 
sequenza appropriata di ultracentrifugazione. I pazienti sottoposti a intervento 
chirurgico saranno inoltre invitati a donare ulteriori 10 mL di sangue durante i 
trattamenti di chemioterapia; 

C: 50 soggetti sani come controllo. Gli esosomi saranno decorati con lipidi fluorescenti 
verdi utilizzando Exoglow Membrane EV labeling Kit (System Biosciences), per 
consentire l'indagine in vitro mediante spettrofotometro e microscopia confocale. 

Preparazione delle AVs. 

Il metodo di evaporazione in strato sottile verrà utilizzato per far si che le AVs siano 
composte dai due bilayer fosfolipidici, IL e EL, sintetizzati separatamente, poi mescolati 
insieme e in seguito uniti per la formazione della particella AV. In breve, l'IL sarà 
sintetizzato utilizzando 1,2-dioleoil-3- trimetilammonio-propano/colesterolo o 
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina/3ß-[N'(N',N'- 
dimetilamminoetano)-carbamoil]colesterolo cloridrato/colesterolo in rapporto 7/3 
molare, mentre la EL sarà costituita da 
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina/colesterolo/1,2-distearoyl-sn-glicero-3- 
fosfoetanolamina-N-[metossi(polietilenglicole)-2000] o suoi derivati sintetici in rapporto 
5/3/2 molare. L'IL sarà idratata utilizzando acqua deionizzata doppia da 
vortice-miscelazione della sospensione lipidica e alternativamente riscaldamento a 65 
ºC. I liposomi risultanti, per la formazione del complesso IL, saranno estrusi utilizzando 
un dispositivo di estrusione in acciaio inossidabile riscaldato a 55 ºC attraverso due filtri 
a membrana di policarbonato impilati di 400 nm, 200 nm e poi 100 nm, rispettivamente. 
La EL sarà sintetizzata e idratata come riportato per IL. siRNA specifici per Gadermina 
D verranno aggiunti alla soluzione acquosa di IL, durante la procedura di preparazione. 
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L'inibitore NLRP3 (MCC950), il 5-FU e/o Rhodamina DHPE (0,1% molare) e/o 
[3H]-colesteril esadecil etere ([3H]CHE) saranno aggiunti ai fosfolipidi di IL e EL 
durante la preparazione del film lipidico. 

L'anti-CD68 monoclonale è stato coniugato con il derivato PEG da un distanziatore 
amminoacidico direttamente alle catene PEG o acido ialuronico in attesa di essere 
generato da reazioni di Maleimide e Timolo in condizioni di acidità. 

Caratterizzazione fisiochimica di AVs. 

Per dimensione media, distribuzione dimensionale, concentrazione di particelle 
(spettroscopia di correlazione fotonica) e potenziale Z (anemometria laser Doppler) di 
AVs l’analisi sarà effettuata utilizzando un Zetasizer Ultra (Malvern). Il potenziale Z di 
AVs sarà effettuato utilizzando l'anemometria laser Doppler e quindi la mobilità 
elettroforetica. La stabilità e la morfologia di AVs saranno determinate da Turbiscan 
Lab® Expert e microscopia elettronica (JEM-1400Plus, JEOL), rispettivamente. Il 
legame degli siGSDMD con AVs sarà valutato qualitativamente, mediante elettroforesi 
in gel di agarosio, e quantitativamente utilizzando uno spettrofotometro 
NanoDrop®ND1000. L'efficienza di incapsulazione dell'inibitore NLRP3 (MCC950) e 
del 5-FU sarà effettuata mediante ultracentrifugazione. L'inibitore di NLRP3 (MCC950) 
AVs sarà quantificato sia nel sovranatante che nel  precipitato attraverso una 
cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC). 

L'efficienza di incapsulazione dell'inibitore MCC950 sarà valutata come la percentuale 
che diventa associata a AVs. Mentre la cinetica di rilascio dell'inibitore NLRP3 
(MCC950) e del 5-FU sarà eseguita utilizzando membrane di cellulosa rigenerata (10 
kDa) per una durata di 72 ore. Il rilascio di MCC950 e/o del 5-FU sarà valutato 
mediante HPLC. La stabilità del siero di AVs sarà effettuata incubando diverse 
formulazioni in FBS 60%, al fine di studiarne le modifiche dimensionali, la carica di 
superficie e la capacità di AVs, al fine di proteggere gli siGSDMD contro la 
Ribonucleasi A. Infine, la degradazione sarà valutata attraverso elettroforesi su gel di 
agarosio. 

Preparazione di liposomi e micelle. 

Se la preparazione delle AVs dovesse essere fallace, saranno sintetizzati liposomi e 
micelle funzionalizzati sulla loro superficie con anti-CD68 monoclonale e caricati con i 
due diversi composti, vale a dire gli siGSDMD (e/o MCC950) e 5-FU. I liposomi caricati 
con combinazioni differenti dei composti saranno preparati usando il metodo di 
iniezione dell'etanolo e una miscela lipidica composta pricipalmente di colesterolo, 
stearilamina, fosfatidilcolina e fosfolipidi pegilati. Le micelle invece saranno preparate 
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utilizzando fosfolipidi pegilati e/o acido ialuronico opportunamente selezionati secondo 
procedure sperimentali ben definite da effettuare a temperatura ambiente. L'aggiunta di 
lipidi fluorescenti nella miscela lipidica consentirà di ottenere liposomi marcati o micelle 
utili per lo studio in vitro. I liposomi e le micelle vuote saranno preparati seguendo gli 
stessi protocolli senza l'aggiunta dei composti. I liposomi e le micelle saranno coniugati 
in superficie con anticorpo monoclonale anti-CD68 sfruttando la chimica cross-linking. 
Entrambi i nanovettori artificiali saranno caratterizzati in termini di proprietà 
morfologiche (TEM, SEM, DLS, Nanosight) e ottiche (assorbimento UV-Vis e 
spettroscopia di fotoluminescenza, FT-IR-ATR). L'efficienza di carico e incapsulamento 
dei farmaci sarà valutata mediante spettroscopia di assorbimento UV-Vis o tecnica 
HPLC. 

Preparazione di nanoparticelle ibride EV. 

Entrambi i tipi di EVs ibridi, combinati con EVs e, se necessario, con EV-liposomi e 
EV-micelle, saranno ottenuti dalla fusione diretta tra EV verdi e AVs rossi e, se 
necessario, liposomi o micelle, funzionalizzate con l'anti-CD68 e caricato con gli 
siGSDMD, MCC950 e 5-FU, per ottenere quattro diverse nanoformulazioni ibride. 
Saranno esaminati diversi metodi, tra cui sonicazione, congelamento istantaneo ed 
estrusione, omogeneizzazione, combinata o in singoli metodi per identificare 
l'approccio più adatto per la fabbricazione di nanoparticelle ibride con elevata efficienza 
di incapsulazione dei farmaci, preservando l'integrità strutturale degli EVs 
incontaminati. Le nanoparticelle degli EVs ibridi, così come le EVs, saranno 
caratterizzate in modo completo in termini di proprietà ottiche, morfologiche, carico di 
farmaci ed efficienza di incapsulamento. Il metodo della dialisi sarà utilizzato per 
studiare la loro cinetica di rilascio in vitro. 

Valutazione in vitro dell'efficacia terapeutica delle nanoparticelle ibride EV. 

Generazione di linee cellulari in cultura 2D e 3D, e isolamento degli EVs. 

Per la coltura 3D, le linee cellulari selezionate, vale a dire Caco-2 ed N-87, e la linea 
cellulare normale epiteliale del colon, vale a dire HCEC-1CT saranno trattati in 
micropiastre da 96 pozzetti dedicate alla formazione degli sferoidi, con lo stesso 
complesso di mezzo di colture cellulari 2D. EVs saranno isolate dal mezzo di coltura 
cellulare condizionata e caratterizzato in termini di dimensioni e morfologia (TEM, SEM, 
DLS, Nanosight) così come in termini di contenuto proteico per mezzo di Western 
blotting. Successivamente, l'isolamento e l'analisi dell'RNA e delle proteine di EVs 
saranno effettuati utilizzando il kit totale di isolamento RNA esosomale e proteine 
(Invitrogen). 
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Studio dell’ efficacia degli EVs ibridi nei test funzionali in vitro. 

Linee cellulari normali e tumorali saranno piastrate per la cultura cellulare 2D e 3D. Le 
cellule saranno trattate con le nanoparticelle ibride sintetiche EVs a diverse 
concentrazioni di farmaci (siGSDMD, MCC950 e 5-FU) a diversi tempi di incubazione. I 
cambiamenti molecolari nell'apoptosi, nel danno al DNA e nell'attività di segnalazione 
di Wnt saranno analizzati nelle linee cellulari normali e tumorali, dopo il trattamento con 
gli esosomi ibridi mediante l'uso del saggio MTS e TUNEL, e il rilevamento di Ki-67, 
RIP-1 e ph-RIP-1, Cleaved Caspase-1 e Cell Clock. I composti liberi come gli 
siGSDMD, MCC950 e 5-FU saranno utilizzati per il confronto. I livelli di espressione di 
diverse proteine che di solito sono sovraregolati o dowregulati durante la 
carcinogenesi, come FZD10, c-Myc, MAPK3, CDX2, E-CADHERIN, N-CADHERIN, 
VIMENTIN saranno valutati da analisi Western blotting, immunofluorescenza e 
microscopia confocale. La localizzazione di β-CATENINA, CASPASI 8 e phRIP-1 sarà 
anche studiata utilizzando lo stesso insieme di tecniche. 

Valutazione in vivo dell'efficacia terapeutica delle nanoparticelle ibride di EVs. 

Caricamento di nanoparticelle EVs ibride in microsfere gastroresistenti. 

Le quattro diverse nanoparticelle di EVs ibride saranno caricate in microparticelle 
gastriche resistenti per la somministrazione orale, utilizzando metodi di prilling con 
composto alginato salino. La cinetica del rilascio di farmaci da EVs ibride, sarà testato 
in vitro utilizzando fluido gastrico simulato secondo i protocolli farmacologici europei e 
statunitensi. 

Valutazione in vivo della farmacocinetica delle nanoparticelle ibride di EV caricate in 
capsule. 

Le microsfere saline di alginato contenenti le diverse nanoparticelle ibride di EV 
saranno somministrate disperdendole in una quantità definita di gelatina di frutta (2 g al 
giorno) prima della normale somministrazione di cibo. Lo sviluppo dei polipi sarà 
monitorato con l'uso dell'endoscopio per i piccoli mammiferi su base settimanale. Dopo 
12 settimane i topi saranno sacrificati. La somministrazione in vivo, la tossicità e la 
biodistribuzione dei nanoparticolati ibridi carichi di farmaci mirati saranno valutati sia 
nei topi transgenici che nei topi AOM/DSS. Il numero e le dimensioni dei polipi saranno 
calcolati per ogni animale, e la tossicità e biodistribuzione nei topi saranno valutati in 
mucosa del colon, stomaco, muscoli femorali, midollo osseo, milza, rene, fegato. I dati 
risultanti saranno correlati ai risultati in vitro 

Trattamento in vivo. 
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Per ogni nanoparticella ibrida di EVs, sei gruppi di animali, sia degli APC che degli 
AOM/DSS, saranno testati come segue: 

1-​ animali di controllo; 

2-​ animali trattati con nanoparticelle ibride vuote non mirate; 3- animali trattati con 
nanoparticelle ibride vuote mirate; 

4-​ animali trattati con farmaci liberi; 

5-​ animali trattati con nanoparticelle ibride cariche e non mirate; 6- animali trattati con 
nanoparticelle ibride drogate e mirate. 

Analisi statistica. Per questa proposta, un analsi di potenza è stata condotta 
considerando l'effetto (0,8), alfa = 0,05 e p = 0,80. Il numero di topi per ogni gruppo di 
trattamento sarà 8. Considerando che 3 formulazioni saranno testate, saranno trattati 
complessivamente 120 topi APC/min+ e 120 AOM/DSS . 

 

Impatto Scientifico ed Economico-Sociale. 

Impatto scientifico. 

Questa nostra ricerca, rappresenterà il primo studio in campo scientifico rispetto all’uso 
di nanoparticelle innovative, basate sulla tecnologia ibrida. I risultati saranno pubblicati 
su riviste open access con alto fattore di impatto. Inoltre, sarà presentato un brevetto 
nazionale degli EVs ibridi innovativi per le loro applicazioni sul trattamento dei tumori 
del tratto gastrointestinale. L'innovazione delle nanoparticelle ibride di EV per il 
trattamento del CRC e del GC deve avere non solo un impatto verticale nella 
nanomedicina ma anche orizzontale nella medicina del cancro e nella medicina in 
generale, aprendo così un nuovo scenario nella medicina personalizzata per il 
trattamento di patologie aggressive e letali come CRC e GC. Inoltre, lo sviluppo di 
nanoparticelle ibride innovative in biomateriali e naomedicine sviluppando biomateriali 
combinati naturali e sintetici per la somministrazione di farmaci avanzati può 
rappresentare una potenziale alternativa terapeutica alla chemioterapia convenzionale 
ed ai protocolli standard. 

Impatto economico sociale. 

Le nanoparticelle innovative EVs ibride mirano a migliorare il trattamento di CRC e/o 
malattie del cancro gastrico. In particolare, il progetto prevede la progettazione e lo 
sviluppo di nuove nanoparticelle ibride innovative e il trattamento gold standard per 
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questo tipo di tumori consentono miglioramenti nel trattamento oncologico utilizzando 
la nano-biotecnologia applicata alla salute umana. Lo sviluppo di nuovi approcci 
terapeutici basati su nanoparticelle ibride di EVs in grado di ridurre il fallimento della 
chemioterapia convenzionale e non solo, ma anche di migliorare le risposte biologiche 
del sistema immunitario umano, può offrire benefici a lungo termine e migliorare 
l'assistenza sanitaria, la vita sociale dei pazienti con un impatto sociale significativo. 
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INTRODUZIONE  

Il colangiocarcinoma (CCA) è un cancro del tratto biliare (BTC) che insorge nell'epitelio 
dell'albero biliare ed in base alla posizione anatomica di insorgenza è classificato in 
intraepatico (iCCA), peri-ilare (pCCA) e distale (dCCA) (Figura 1). Il CCA rappresenta 
circa il 3% dei tumori gastrointestinali e il 10-15% di tutti i tumori maligni epatobiliari. In 
particolare, relativamente all’iCCA, sebbene sia ancora considerato un tumore raro, 
negli ultimi 20 anni sono stati registrati tassi di incidenza e mortalità fortemente 
aumentati (Banales J 10.1038/nrgastro.2016.51 Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2016 
May). In Italia, l'aumento dell'incidenza degli iCCA è il più alto in Europa [1]. Gli iCCA 
presentano tipicamente una massiccia reazione desmoplastica caratterizzata da 
un'abbondante deposizione di componenti della matrice extracellulare (ECM). Il 
verificarsi di questa iper-reazione tissutale va a creare un guscio protettivo abitato da 
citochime, cellule infiammatorie, neovasi, fibroblasti associati al cancro (CAFs) [2,3]. 
Tutte queste componenti cellulari e non, costituiscono il cosiddetto “microambiente 
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tumorale” e caratterizzano la sua dinamicità. Lo stroma modula i processi chiave della 
carcinogenesi, tra cui comunicazione cellulare, differenziazione, invasività, 
chemioresistenza e transizione epiteliale- mesenchimale. 

 

Le cellule cancerose CCA scambiano segnali autocrini/paracrini con altre cellule 
tumorali e con le componenti che popolano il microambiente tumorale mediante la 
produzione e il rilascio di varie molecole quali citochine, chemochine e fattori di crescita 
[4]. Tra queste vie di segnalazione, vi è la segnalazione di Notch che svolge un ruolo 
essenziale nella differenziazione biliare [5]. Nello specifico, l’attivazione del pathway di 
Notch avviene quando uno dei quattro recettori transmembrana della famiglia di Notch 
(Notch 1-4) interagisce con uno dei cinque ligandi affini, tra cui Jagged (JAG 1, 2) e 
Delta-like (DLL 1, 3 e 4), espressi sulle cellule adiacenti. A seguito dell’attivazione del 
recettore, si ha il clivaggio proteolitico del dominio intracellulare di Notch (NICD), da 
parte del complesso γ-secretasi. In seguito, NICD trasloca nel nucleo e si associa con 
l’effettore nucleare RBP-Jκ/CBF-1 che costituisce la porzione legante il DNA in grado di 
convertire il complesso trascrizionale da un repressore ad un attivatore della 
trascrizione dei geni bersaglio di Notch (HES, HEY) [6]. Recenti studi eseguiti in 
modelli sperimentali preclinici hanno dimostrato che la disfunzione della via di 
segnalazione di Notch è correlata alla rigenerazione e riparazione epatica, alla fibrosi 
epatica e allo sviluppo del colangiocarcinoma [7]. Recentemente, abbiamo dimostrato 
che Crenigacestat, uno degli inibitori del pathway di Notch, precisamente inibitore della 
gamma secretasi (GSI), è in grado di ridurre la crescita dei tumori che esprimono alti 
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livelli di CD90, marcatore di staminalità [8] e di ridurre l'angiogenesi 
NOTCH-dipendente in un modello di xenotrapianto derivato da pazienti (PDX) di iCCA 
[9]. In particolare, Crenigacestat è stato in grado di inibire selettivamente NOTCH1 in 
vitro e nel modello PDX, riducendo la progressione del tumore attraverso il blocco della 
formazione di nuovi vasi nel tessuto circostante a reazione desmoplastica [9]. 

Si hanno ad oggi numerose evidenze sulla presenza di un certo grado infiammatorio 
nel microambiente tumorale, al punto da considerarlo un vero e proprio biomarker 
prognostico della cancerogenicità [10]. Non fa eccezione il microambiente del 
colangiocarcinoma, nel quale si è potuto riscontrare un’alta concentrazione di cellule 
immunitarie, quali neutrofili, monociti, macrofagi, piastrine e linfociti, come mediatori 
dell’infiammazione mediata, in gran parte, da un complesso multiproteico intracellulare 
chiamato inflammasoma. 

Nel 2020, Lee S. e colleghi hanno dimostrato che nel cheloide, condizione 
fibroproliferativa cronica, i fibroblasti mostrano livelli aumentati di espressione di 
Notch1 e dell'inflammasoma NLRP3 rispetto ai fibroblasti normali. Tali aumenti sono 
stati accompagnati da una riduzione del flusso autofagico. Il silenziamento di Notch1 
nei fibroblasti cheloidi mediante trasfezione di siRNA ha soppresso in modo 
significativo l'aumento dei livelli complessivi delle proteine del complesso NLRP3 
inflammasome, di NF-kB e di α-actina muscolare liscia. Quindi la diminuzione 
dell'attività autofagica nei cheloidi può provocare l'attivazione miofibroblastica mediata 
da Notch1 e l'attivazione del segnale dell'inflammasoma NLRP3, che è fondamentale 
per l'infiammazione cronica [11]. Nel complesso, questi risultati identificano Notch1 
come un nuovo attivatore della segnalazione dell'inflammasoma NLRP3 che porta al 
danno cronico dei tessuti e alla differenziazione dei miofibroblasti nella progressione 
dei cheloidi. Di contro, nello stesso anno, Jin Y. e colleghi hanno dimostrato che la 
segnalazione di Notch1 mediata da JAG1 promuove l'attivazione mediatori molecolari 
(HSF1 e Snail), che a loro volta inibiscono il funzionamento dell’inflammasoma NLRP3 
e quindi la via apoptotica/necrotica nei fegati stressati da danno da 
ischemia/riperfusione [12]. In linea con questi risultati descritti, nel 2015, Matsushita e 
colleghi hanno osservato che una risposta immunitaria insufficiente attraverso la 
segnalazione di NLRP3 può essere associata allo sviluppo del colangiocarcinoma [13]. 
Inoltre, gli stessi autori hanno dimostrato che nella colangite sclerosante primitiva 
(PSC), una malattia epatica rara caratterizzata dall’infiammazione dei dotti biliari 
nonché uno dei fattori di rischio di sviluppo di CCA, un'eccessiva risposta immunitaria 
attraverso la segnalazione di Toll-like receptor 9 (TLR9), recettore di attivazione 
dell’inflammasoma, può essere associata alla progressione della malattia [13]. La 
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valutazione delle espressioni di TLR9 e NLRP3 nelle BEC può risultare pertanto utile 
come marker di prognosi. 

L’inflammasoma è stato descritto per la prima volta nel 2002 [14], e, soprattutto 
nell’ultimo decennio, sta emergendo essere il mediatore principale dell’interazione tra 
organismo ospite e patogeno. L’inflammasoma è un complesso multi-proteico che si 
assembla in risposta ad un ampio spettro di patogeni culminando con l’attivazione di 
proteine, quali caspasi-1 e gasdermina D, che garantiscono rispettivamente la 
maturazione ed il rilascio di citochine pro- infiammatorie, interleuchina (IL) IL-1β e 
IL-18, in circolo da un lato e la morte cellulare dall’altro, in un processo chiamato 
piroptosi, il quale contribuisce alla propagazione dell’infiammazione stessa [12,15,16]. 
Tuttavia, un’attivazione incontrollata dell’inflammasoma determina un cambio di ruolo 
dello stesso, in particolare, da azione protettiva contro la perdita dell’omeostasi 
tissutale, allo sviluppo di patologie autoimmuni, immunosoppressione, cancro e 
insorgenza di metastasi [17]. Ad oggi, sono stati descritti quattro inflammasomi 
principali (pur essendo questo un numero in crescita): absent in melanoma 2 (AIM2), 
NLR family pyrin domain containing (NLRP) 1 e 3 (NLRP1 e NLRP3), e NLR family 
CARD domain-containing protein 4 (NLRC4) [18]. Il ruolo dell’inflammasoma NLRP3 
nell’infiammazione dell’apparato gastrointestinale, nonché nella tumorigenesi, sta 
emergendo negli ultimi anni. Ad esempio, alcuni studi hanno evidenziato che topi 
knockout per NLRP3, per caspasi-1 o per IL-1β sviluppano coliti o infiammazioni 
intestinali con una incidenza significativamente ridotta rispetto ai corrispettivi wild-type 
[19,20]. Inoltre, IL-1β e IL-18 svolgono un ruolo di immunosoppressione, favorendo la 
formazione di un microambiente pro-tumorale. IL-1β risulta avere un ruolo chiave nella 
soppressione della risposta immunitaria verso lo sviluppo tumorale attraverso un 
meccanismo di richiamo e attivazione in situ delle Myeloid-Derived Suppressor Cells 
(MDSC), componenti chiave del microambiente tumorale e caratterizzate dalla loro 
abilità di produrre citochine con funzioni inibitorie, ossido nitrico sintasi, arginasi, e di 
indurre ed attivare le cellule T-regolatorie, tutti fattori con potenti azioni 
immunosoppressive [21]. Tumori xenograft che overesprimono IL- 1β evidenziano 
accumuli di MDSC ed una progressione più rapida del tumore stesso [22]. Dati questi 
confermati da modelli animali con diversi tipi di carcinoma deficienti per il recettore 
IL-1β (IL-1βR) nei quali si è vista una ridotta crescita della massa tumorale [23]. In 
aggiunta, IL-1β derivante dall’attivazione di NLRP3 nei tumor associated macrophages 
(TAM), stimola le CD4+ T-cells a produrre e secernere IL-22, citochina anch’essa 
associata alla crescita di numerosi tumori [24]. Parallelamente, IL-18 svolge la sua 
funzione di immunosoppressione attraverso l’induzione, sulla membrana plasmatica 
delle cellule natural killer (NK), che normalmente possiedono funzioni anti-tumorali, 
della proteina pro-tumorale, nota come programmed cell death 1 (PD1) [25]. Diventa 
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fondamentale, quindi, riuscire a prevenire, o convertire, un’over- attivazione di NLRP3 
nel microambiente tumorale al fine di sollecitare il sistema immunitario verso un 
fenotipo più marcatamente anti-tumorale che pro-tumorale. 

Gli inflammasomi originano come immuno-risposta a segnali esogeni o endogeni 
integrando una moltitudine di segnali e convertendoli in risposte pro-infiammatorie. 
L’inflammasoma è associato a molteplici condizioni patologiche. Sebbene gli effettori 
dell'inflammasoma guidano efficacemente la risposta immunitaria innata, la loro 
segnalazione aberrante è associata alla patogenesi di malattie infiammatorie e 
metaboliche, alla neurodegenerazione e ai tumori maligni [26]. L'infiammazione cronica 
perpetuata dall'attivazione dell'inflammasoma svolge un ruolo centrale in tutte le fasi 
della tumorigenesi, compresa l'immunosoppressione, la proliferazione, l'angiogenesi e 
le metastasi. Al contrario, la segnalazione dell'inflammasoma contribuisce anche alla 
soppressione del tumore, il che illustra i diversi ruoli degli inflammasomi nella 
tumorigenesi. Infatti, gli inflammasomi svolgono ruoli distinti e talvolta contrastanti in 
molteplici aspetti della tumorigenesi. Nei tumori l’inflammasoma ha un comportamento 
ambivalente: può sopprimere la crescita tumorale attraverso il fenomeno della piroptosi 
e della morte di cellule pre-maligne o anche contribuire alla patogenesi, allo sviluppo 
ed alla progressione neoplastica. 

I progressi nella comprensione della biologia dell’iCCA, vale a dire la complessità dei 
network molecolari che si sviluppano nel contesto tumorale, sono la base per nuovi 
farmaci che agiscono su nuovi bersagli biologici terapeutici. Ad oggi, numerosi inibitori 
del signaling di Notch, diversi tra loro in termini di classificazione, target molecolare e 
meccanismo d’azione, sono in fase di sperimentazione. Al contrario, non sono note 
evidenze del coinvolgimento dell’inflammasoma (attivazione/inibizione) nella 
patogenesi dell’iCCA, come mediatore dell’infiammazione cronica e progressione 
tumorale. Pertanto, a fronte di tutto ciò che è stato finora discusso, tale progetto verterà 
sullo studio di un potenziale link esistente tra il signaling di Notch e il sistema 
dell’inflammasoma nella progressione della patogenesi dell’iCCA e sugli effetti risultanti 
dall’inibizione dell’una o dell’altra parte. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

L’iCCA è tra i tumori ancora poco conosciuti per diversi aspetti rispetto ad altri, per 
quanto comunque l’oncologia fornisce in generale sempre punti critici investigabili. 
Appurata l’importanza ed il ruolo chiave ricoperto da Notch e dall’attivazione del suo 
segnale nella progressione della patogenesi di questo tumore, obiettivo generale dello 
studio sarà l’investigare se tale pathway abbia una correlazione con l’inflammasoma, 
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qualora presente in tale condizione patologica. In seconda istanza, data la duplice 
natura che caratterizza l’inflammasoma, ci si concentrerà sulla comprensione del suo 
ruolo nell’iCCA. Infine, obiettivo dello studio sarà anche quello di comprendere come 
poter intervenire sull’eventuale link Notch-inflammasoma nell’iCCA affinchè si possa 
osservare una risposta anti-tumorale. 

Obiettivo specifico 1: Sulle orme di quanto osservato nella PSC, il primo obiettivo 
verterà sulla comprensione in vitro se l’inflammasoma e quale tipo sia espresso dalle 
cellule epiteliali tumorali dell’iCCA e dalle altre componenti cellulari del microambiente 
tumorale. Nota la bivalenza dell’inflammasoma a seconda del contesto patologico e 
delle condizioni, si andrà a valutare il ruolo della sua attivazione nel tumore oggetto 
dello studio. Andremo ad individuare l’inflammasoma più idoneo su cui agire e da 
mettere in relazione con Notch. (Figura2). 

Obiettivo specifico 2: Con questo secondo obiettivo, anch’esso in vitro, ci proponiamo 
di comprendere se l’inflammasoma riscontrato nell’obiettivo precedente sia in relazione 
con Notch e con l’attivazione del suo segnale. Compreso ciò, si andranno a valutare gli 
effetti a livello cellulare dell’inibizione di Notch sull’attivazione dell’inflammasoma e 
viceversa. (Figura 3 e Figura 4). 

Obiettivo specifico 3: Il terzo obiettivo di questo studio sperimentale sarà quello di 
valutare come il trattamento con inibitori farmacologi di Notch e/o dell’inflammasoma e 
la loro combinazione qualora quest’ultima abbia dato risultati in vitro, influenzi lo 
sviluppo e la progressione dell’iCCA in modelli murini. (Figura 5). 

 

Obiettivo 1: 

Nella prima parte dello studio, ci proponiamo di investigare la presenza 
dell’inflammasoma e quale tipo nelle cellule tumorali e nel microambiente (macrofagi) 
nell’iCCA (Figura 2, punto 1). Linee cellulari di iCCA verranno caratterizzate per le varie 
componenti dei principali inflammasomi (NLRP1, NLRP3 e NLRC4), la cui espressione 
verrà investigata mediante analisi genica e proteica. Nello sviluppo degli esperimenti in 
vitro, verranno utilizzate 4 linee cellulari di iCCA, nello specifico, HUCCT1, RBE, 
KKU-M123 e KKU-M156 e gli esperimenti saranno condotti in triplicato, su culture 
cellulari in 2D. Successivamente, compreso se e quale tipo di inflammasoma è 
espresso, utilizzando le stesse linee cellulari di iCCA si andrà a valutarne il ruolo, cioè 
se l’attivazione dell’inflammasoma comporta un’azione pro- o anti-tumorale (Figura 2, 
punto 2). A tal fine, si procederà con co-colture di monociti umani e linee cellulari di 
iCCA, in cui i primi saranno attivati per aggiunta esogena dell’LPS e l’attivazione 
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dell’inflammasoma sarà confermato mediante immunofluorescenza per ASC e western 
blotting sulla Caspasi-1 clivata, ed infine rilascio nel mezzo delle citochine 
pro-infiammatorie (IL-1b e IL-18) mediante tests ELISA. Per elucidare il ruolo 
dell’inflammasoma, sulle linee cellulari di iCCA verrà valutata la vitalità cellulare post 
trattamento mediante saggi di MTS, l’espressione di alcuni marcatori dell’EMT, 
l’espressione di marcatori dell’apoptosi. Dopo aver individuato l’inflammasoma 
presente ed il suo ruolo nella colangiocarcinogenesi, si procederà al raggiungimento 
del secondo obiettivo. (Figura 2). 

 

Obiettivo 2: 

Nella seconda parte, anch’essa in vitro andremo a valutare l’effetto dell’attivazione 
dell’inflammasoma su Notch (Figura 3). Negli stessi sistemi di coltura cellulari descritti 
sopra, si andrà ad analizzare l’espressione del dominio attivato di NOTCH, Notch 
intracellular domain (NICD) e dei geni target della segnalazione di Notch, mediante 
western blotting. In seguito, compreso come il pathway di Notch è influenzato 
dall’attivazione dell’inflammasoma nell’iCCA, si procederà con l’inibizione 
farmacologica o di Notch o dell’inflammasoma (Figura 4). Nel primo caso si valuterà 
come l’inibizione di Notch influenzi l’attivazione dell’inflammasoma mediante analisi 
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proteica dei componenti dell’inflammasoma. Nel secondo caso si valuterà come 
l’inibizione dell’inflammasoma influenzi l’attivazione del segnale di Notch mediante 
analisi proteica del dominio NICD e dei target di attivazione del suo segnale. In 
entrambe le condizioni sperimentali si eseguiranno test funzionali di vitalità cellulare, 
analisi proteica sull’espressione delle molecole cardine dell’apoptosi, 
dell’infiammazione e dell’autofagia. 
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Obiettivo 3: 

Nella terza ed ultima parte del progetto ci proponiamo di traslare in vivo, in modelli 
animali di iCCA, le condizioni sperimentali che abbiano dato i migliori risultati in vitro. I 
modelli murini di iCCA verranno generati utilizzando topi FVB/N sottoposti ad iniezione 
idrodinamica nella vena caudale di vettori plasmidici AKT/Jag1. Per cui, durante la 
sperimentazione animale, si andrà a valutare l’azione biologica e farmacologica 
dell’Inibitore di Notch e dell’inibitore dell’inflammasoma, o in combinazione sulla 
crescita tumorale, mediante osservazione diretta e misurazione del volume del tumore, 
cosi come anche il peso degli animali, indice di tossicità farmacologica. Concludendo, 
al termine dell’esperimento si procederà con prelievo ematico dalla vena orbitale per 
analisi su plasma delle citochine infiammatorie (IL1-β, IL-18), con il sacrificio degli 
animali e con relativo espianto delle masse tumorali su cui verranno eseguite analisi di 
tipo molecolare e biochimico. (Figura 5). 
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DATI PRELIMINARI 

Al fine di individuare un coinvolgimento dell’infiammazione nel colangiocarcinoma, 
abbiamo analizzato i dati di espressione RNA sequencing di 31 campioni umani di 
iCCA e abbiamo confrontato i tessuti epatici normali circostanti scaricati dal database 
GEO (GSE107943) [27]. È importante notare che i geni TLR9, ASC, CARD8, IL18, 
GSDMD, CASP1) sono risultati significativamente upregolati (P < 0,001) nei tumori 
rispetto ai tessuti non neoplastici adiacenti (Figura 6), indicando diversi bersagli 
molecolari potenzialmente coinvolti nella patogenesi dell'iCCA. 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Colture cellulari, Isolamento e caratterizzazione. Per gli esperimenti in vitro saranno 
utilizzate le linee cellulari umane HUCCT1, RBE, KKU-M123 e KKU-M156 di iCCA. Le 
linee cellulari HuCCT1/RBE e KKU-M213/KKU-M156 verranno coltivate, 
rispettivamente, in RPMI e DMEM addizionato da 10% di FBS, 1% 
pennicillina/streptomicina e 1% di glutamina (Gibco). Una volta che la coltura cellulare 
raggiungerà una confluenza idonea, mediante l’utilizzo della tripsina, si procederà a 
staccare le cellule aderenti alla superficie della fiasca, a contarle, e seminarle in 
maniera opportuna agli esperimenti di trattamento con gli inibitori di Notch e 
dell’inflammasoma. 

Monociti umani saranno isolati da buffy coat di donatori di sangue sani mediante 
centrifugazione a gradiente utilizzando un gradiente di Ficoll (GE Healthcare) e 
ulteriormente purificati dalle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) 
mediante ordinamento cellulare attivato magneticamente (MACS) utilizzando 
microsfere CD14 (Miltenyi Biotech). Dopo la purificazione MACS, si otterranno due 
frazioni: la frazione CD14+ e l'eluato (composto da tutte le cellule PBMC CD14-). La 
frazione CD14+ verrà confermata mediante analisi di citofluorimetria. Le cellule CD14+ 
verranno coltivate nel top di transwell per co-coltura con diametro dei pori della 
membrana pari a 0,4 µm. Nel bottom del transwell si provvederà a coltivare con densità 
cellulare opportuna le linee di iCCA. Per i macrofagi, si procederà all’attivazione 
dell’inflammasoma mediante trattamento con LPS (10mg/mL), per 4 ore seguito da 30 
minuti di incubazione con la nigericina a concentrazione finale di 20 mM. A questo 
punto si procederà con i trattamenti farmacologici con gli inibitori suddetti. 

Test di proliferazione cellulare. Il test di proliferazione cellulare che verrà utilizzato è 
l’MTS, CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Le 
linee cellulari verranno seminate in piastre da 96 pozzetti con una densità di 2×103 
cellule/pozzetto. Dopo 24 h, le cellule verranno trattate nel seguente modo: 

-inibitori di Notch: 

-inibitori dell’inflammasoma. 

I trattamenti verranno effettuati per 24, 48 e 72h. Dopo le cellule verranno trattate con 
MTS per 4h e si procederà a misurare l’assorbanza. 

Real time PCR. L'RNA totale sarà estratto con TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) 
secondo le istruzioni del produttore. La concentrazione di RNA sarà determinata con lo 
spettrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Il cDNA sarà retrotrascritto a 
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partire da 2 µg di RNA totale, utilizzando il kit High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) secondo le istruzioni 
del produttore. Le reazioni di PCR quantitativa saranno eseguite utilizzando iTaq 
Universal SYBR Green Supermix (Biorad Laboratories, Hercules, CA, USA) e primers 
specifici dei geni oggetto di studio (geni coinvolti nel pathway di Notch, 
nell’inflammasoma, nell’infiammazione, nell’apoptosi). 

Analisi bioinformatica. Il software Ingenuity pathway analysis (IPA) (Qiagen, USA) 
sarà utilizzato per identificare i percorsi e i regolatori trascrizionali a monte modulati 
nelle condizioni sperimentali riprodotte in vitro su cellule ed in vivo nei modelli animali. I 
replicati biologici e tecnici saranno analizzati con i test statistici più appropriati (ad 
esempio, test-t o ANOVA) per stabilire la significatività statistica e la riproducibilità. Per 
eseguire tutte le analisi statistiche sarà utilizzato il software GraphPad Prism 5.0 (La 
Jolla, CA, USA). 

Western, ELISA. I saggi di western blotting ed ELISA, saranno effettuati con protocolli 
standardizzati in precedenza, utilizzando anticorpi per i pathways di: Notch (Notch, 
HES1), apoptotici (Bcl2, Bax, Bad, cleavedPARP, Caspasi…), infiammatori (IL1β, 
IL18….) e dell’EMT (vimentina, e-caderina..); come proteina housekeeping, 
utilizzeremo la GAPDH (cell signaling). Dopo aver estratto le proteine totali con 
RIPA-Buffer, completo di inibitori di proteasi (Thermo Fisher Scientific), e aver trasferito 
le proteine su membrane in PVDF, si procede all’incubazione con i vari anticorpi primari 
di nostro interesse, e dopo un periodo di incubazione o.n., si procede ai lavaggi e al 
trattamento con il secondario coniugato con la perossidasi, per poi procedere la 
rilevazione del segnale mediante reagente chemiluminescente, Clarity Max Western 
Substrate (Bio-Rad Laboratories), utilizzando il ChemiDoc MP instrument (Bio-Rad 
Laboratories). I saggi di western verranno effettuati sia sulle colture cellulari che sui 
tessuti provenienti dai modelli animali. I tests ELISA per IL-1b e IL-18, verranno 
effettuati secondo protocollo applicato dall’azienda venditrice (abCAM). 

Immunofluorescenza e immunoistochimica. L’immunofluorescenza verrà eseguita 
per lo studio dei marcatori (ASC) utilizzando come anticorpi utili a rilevare le proteine 
coinvolte, in modo da cogliere le variazioni di sovra-espressione o riduzione di 
espressione nelle cellule di iCCA trattate con inibitori di Notch o inibitori 
dell’inflammasoma , oppure per evidenziare modifiche delle proteine 
dell’inflammasoma. L’immunofluorescenza verrà effettuata sia su cellule che sui tessuti 
provenienti dai modelli animali trattati. A tal proposito, ricordiamo che tutti i tessuti da 
analizzare, saranno inclusi in paraffina tamponata e successivamente tagliati a 4 μm 
per poterli sottoporre all’indagine analitica. Di ogni campione cellulare e tissutale, si 
acquisiranno 5 campi, con il microscopio confocale Eclipse Ti2 by Nikon (Nikon, Japan) 
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su cui verrà effettuata un’analisi semiquantitativa rispetto al controllo non trattato 
mediante Image J. 

Sperimentazione in vivo. Per la sperimentazione in vivo verrà utilizzato il modello 
murino di iCCA idrodinamico [28,29]. I topi FVB/N saranno acquistati dal Jackson 
Laboratory, ai quali verrà indotto il colangiocarcinoma intraepatico primario mediante 
iniezione idrodinamica nella vena caudale con la combinazione di plasmidi AKT (10ug), 
Jagged1 (40ug) e SB (2ug). A partire dalla seconda settimana dall’inoculo delle cellule 
o dei tessuti, quando il volume tumorale raggiungerà circa i 60-70mm3, si procederà al 
trattamento degli animali. Ai topi verrà somministrato l'inibitore di Notch che ha dato i 
migliori risultati in vitro o un veicolo per via orale alla nona settimana, ogni due giorni 
per una durata di 3 settimane. Secondo lo stesso modus operandi verrà somministrato 
l’inibitore/i dell’inflammasoma. I topi verranno pesati 2 volte a settimana insieme ai 
diametri dei tumori per tutta la durata dell’esperimento. La dimensione del tumore (in 
mm3) sarà calcolata usando l’equazione (lenght*width2)/2. L’effetto del trattamento 
sulla crescita tumorale sarà valutato come T/C% (mediana peso tumore nei 
trattati/mediana peso tumori nei controlli, in %). Il prelievo ematico verrà eseguito dalla 
vena orbitale, previo utilizzo di anestetico oftalmico. Le masse espiantate subiranno dei 
processi di omogeneizzazione tissutale da cui estrarre RNA o proteine e procedere con 
lo studio genico e proteico dei pathway coinvolti nei processi infiammatori, apoptotici e 
pathway di Notch. 

 

RISULTATI ATTESI 

In letteratura non sono presenti conoscenze riguardo l’inflammasoma nel 
colangiocarcinoma e tantomeno quindi il suo ruolo nella patogenesi dell’iCCA. 
Nonostante la nota natura bivalente dell’inflammasoma a seconda delle condizioni 
fisiologiche e patologiche, pensiamo che esso possa avere un ruolo “anti-survival” in 
questo contesto patologico. Siamo propensi al pensare ciò anche per quello che è 
stato riportato da alcuni autori nella PSC, condizione potenzialmente correlata 
all’insorgenza dell’iCCA in un paziente. Pertanto, al netto di ciò, ci aspettiamo di 
riscontrare espressione dell’inflammasoma nelle cellule epiteliali tumorali dell’iCCA e di 
avere conferma della sua espressione nei macrofagi presenti nel microambiente di tale 
neoplasia. Procedendo con l’inibizione dell’inflammasoma supponiamo di riscontrare 
un contesto protumorale o almeno di mantenimento della vitalità cellulare mediata da 
Notch. Di contro, nel momento in cui si procederà con l’inibizione del pathway di Notch, 
l’inflammasoma attivato dovrebbe poter innescare i meccanismi che inducono a morte 
cellulare. Se così dovesse essere, i risultati ci porterebbero a descrivere 
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l’inflammasoma nell’iCCA con un ruolo anti-tumorale e quindi antagonista del pathway 
di Notch attivato, induttore per eccellenza di progressione tumorale nell’iCCA. 

Nel caso in cui tali risultati attesi non dovessero essere confermati, ma al contrario se 
dovessimo riscontrare una riduzione della vitalità cellulare e quindi riscontrare un ruolo 
pro- tumorale dell’inflammasoma nell’iCCA, saremmo indotti a pensare di poter essere 
difronte ad un caso di sinergia con il pathway di Notch nel favorire un contesto 
infiammatorio. In tal caso potremmo descrivere il link Notch-inflammasoma come un 
team che la cellula tumorale di iCCA sfrutta a suo favore per poter sopravvivere e 
favorire un contesto pro-infiammatorio e perché no, magari un meccanismo di 
chemioresistenza, magari anche per attivazione di meccanismi di autofagia per poter 
distruggere tutto ciò che la cellula riconosce come danneggiato e da eliminare per 
poter sopravvivere. La possibilità di poter traslare lo studio su modelli animali di 
colangiocarcinoma ci porrà in condizioni sperimentali più affini all’uomo, consentendoci 
di comprendere più chiaramente tali meccanismi cellulari. 

Alla luce di tutte queste ipotesi, di tutto ciò che potremmo o non aspettarci, sicuramente 
siamo difronte a punti di domanda importanti, a ciascuno dei quali sono associati tanti 
potenziali target di trattamenti terapeutici. 

 

INNOVAZIONI 

La prognosi sfavorevole che caratterizza il colangiocarcinoma (CCA) è dovuta in parte 
alla diagnosi tardiva della neoplasia e in parte all'unica opzione di trattamento curativo 
per il colangiocarcinoma intraepatico, l'epatectomia parziale o la chemioterapia e la 
radioterapia nei pazienti con malattia in stadio precoce, con qualche beneficio parziale. 
Tuttavia, i protocolli per il trattamento dell’iCCA prevedono l’applicazione della chirurgia 
solo al 20% dei casi. Pertanto, sarebbe necessario individuare nuovi biomarcatori 
diagnostici e prognostici per l'iCCA andando ad agire non solo sul tumore, ma anche 
sull’infiltrato infiammatorio e sulla risposta immunitaria. Nel nostro studio, andremo ad 
osservare quali sono i meccanismi che si attivano e/o che vengono silenziati quando 
andremo ad indurre due inibizioni, del pathway di Notch e dell’inflammasoma, 
contemporaneamente o singolarmente. In questo modo si potranno definire 
effettivamente i ruoli molecolari di entrambi i meccanismi, sia in vitro sia in vivo, 
direttamente sui modelli animali proposti. Dato che i risultati della segnalazione 
dell'inflammasoma sono diversi tra i vari tipi di tumore, la comprensione di come gestire 
questa diversità sarà un'area importante per le indagini future. 
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INTRODUZIONE  

L'adenocarcinoma duttale pancreatico (PDAC) rappresenta oltre il 90% di tutte le 
neoplasie pancreatiche. Tuttavia, ad oggi non esiste uno strumento di screening 
efficace per la diagnosi precoce e i pazienti mancano di sintomi clinici specifici nelle 
fasi iniziali. Pertanto, la maggior parte dei pazienti ha una diagnosi in stadio avanzato, 
con metastasi a distanza, risultando  non idonea  ad un intervento chirurgico radicale.  
È quindi urgente sviluppare approcci terapeutici non chirurgici per un trattamento 
efficace del PDAC. Per il trattamento palliativo sistemico di pazienti con PDAC non 
resecabili, la chemioterapia è l'approccio di prima linea anche se la chemiosensibilità 
del PDAC risulta essere moderata  

La Claudina 18.2  (CLDN18.2) è una proteina trasmembrana, presente a livello delle 
giunzioni serrate,  la cui funzione è mantenere la polarità cellulare e l'adesione 
intercellulare. Nelle cellule epiteliali normali, essa è principalmente presente nella 
frazione apicale delle giunzioni serrate. L'espressione di CLDN18.2 diminuisce 
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generalmente durante la carcinogenesi, tuttavia, la sua overespressione è stata 
osservata  in diversi tipi di cancro e studiata come  uno strumento diagnostico e  
bersaglio terapeutico. 

Zolbetuximab è un anticorpo monoclonale in grado di legarsi in maniera altamente 
selettiva alla  CLDN18.2.  Lo studio clinico di fase II (FAST: NCT01630083) ha rivelato 
che Zolbetuximab combinato con la chemioterapia di prima linea ha migliorato 
significativamente la sopravvivenza globale, la sopravvivenza libera da progressione e 
il tasso di risposta obiettiva con pochi eventi avversi di alto grado  nei pazienti con 
tumori gastrici e tumori della giunzione gastroesofagea che mostravano 
overespressione di CLDN18.2. Pochi dati sono disponibili sulla espressione di 
CLDN18.2 nel  PDAC, pertanto questo studio è stato progettato allo scopo di fornire un  
contributo allo sviluppo di  studi clinici sul possibile utilizzo del Zolbetuximab nel PDAC. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo 1: 

Valutare la overespressione immunoistochimica della Claudina 18.2 nel 
adenocarcinoma duttale pancreatico rispetto al tessuto normale in 100 campioni 
paraffinati appartenenti all’ istoteca del Servizio di Anatomia Patologica.  

Obiettivo 2: 

Correlare l’espressione della Claudina 18. 2 con i linfonodi metastatici, metastasi a 
distanza, invasione neurale, stadio e sopravvivenza. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

La overespressione della Claudina 18. 2 sarà valutata mediante metodica 
immunoistochimica con l’anticorpo monoclonale EPR19202 ( Abcam) su 
immunocoloratore automatico Bond III (Leica). 

I risultati ottenuti saranno   sottoposti ad adeguate indagini statistiche 
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RISULTATI ATTESI 

Correlazione della overespressione della Claudina 18.2 con fattori di peggiore prognosi 
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INTRODUZIONE  

In Italia nel 2019 sono stati registrati 14.300 nuovi casi di tumore dello stomaco (8.400 
tra gli uomini e 5.900 tra le donne), che rappresenta il quinto tumore più frequente nelle 
persone con più di 70 anni e la quinta causa di morte per cancro nella popolazione 
generale [1]. Nei paesi occidentali, l'80% dei pazienti viene diagnosticato con malattia 
in stadio avanzato non resecabile o sviluppa una recidiva entro 5 anni dalla chirurgia 
con intento curativo. Pertanto, la prognosi della malattia avanzata rimane sfavorevole 
con un tasso di sopravvivenza a 5 anni < 30% per tutte le fasi e < 4% per la malattia 
metastatica [2, 3].  

 

Attualmente, la chirurgia con linfoadenectomia D2, (rimozione di almeno 25 linfonodi) e 
senza residui macro o microscopici (cosiddetta resezione R0), rappresenta l'unico 
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approccio curativo per GC localizzato [4], ma solo il 20% dei pazienti presenta una 
malattia resecabile alla diagnosi e, anche in caso di resezione curativa, la prognosi 
rimane infausta a causa dell'alto tasso di recidiva della malattia. In questo contesto, 
diversi approcci peri-operatori sono stati sviluppati al fine di diminuire i tassi di ricaduta 
e migliorare la sopravvivenza. Il recente studio di fase III FLOT4 ha rappresentato un 
progresso sostanziale nel trattamento peri-operatorio del carcinoma gastrico 
localmente avanzato e dell’adenocarcinoma della giunzione gastro-esofagea (GEJ). Lo 
schema FLOT, che prevede la combinazione di fluorouracile, leucoverin, oxaliplatino e 
docetaxel, ha portato ad un miglioramento significativo della sopravvivenza globale 
rispetto ad altri schemi [5, 6] migliorando anche la percentuale di resezioni con margini 
liberi da malattia (85% vs 78%) e la PFS (30 mesi vs 18 mesi) [7]. La chemioterapia 
neoadiuvante sembra essere più efficace negli istotipi intestinali, ma ci sono indicazioni 
recenti di una sua efficacia anche in presenza di GC diffuso. La definizione di fattori 
predittivi di risposta al trattamento risulta un elemento essenziale per la selezione di 
pazienti candidabili al trattamento peri-operatorio.  

La ricerca di marcatori predittivi/prognostici assume un ruolo cruciale anche nel 
trattamento del GC localmente avanzato e metastatico. Malgrado l’avvento 
dell’immunoterapia e delle nuove terapie a bersaglio molecolare, le opzioni 
terapeutiche disponibili in questi pazienti sono ad oggi limitate. I pazienti in buone 
condizioni cliniche e con un’adeguata funzione d’organo sono candidati a ricevere un 
trattamento chemioterapico, che rappresenta il caposaldo del trattamento del tumore 
dello stomaco avanzato, con una sopravvivenza mediana di circa un anno rispetto ai 
3-4 mesi delle cure di supporto [8]. 

L’avvento delle tecniche di sequenziamento genico (NGS) ha contribuito a 
comprendere meglio il complesso panorama molecolare del tumore gastrico, portando 
ad una nuova classificazione di sottotipi molecolari: tumori positivi per EBV, tumori con 
instabilità dei microsatelliti (MSI), tumori genomicamente stabili (GS) e tumori con 
instabilità cromosomica (CIN) [9]. Inoltre, queste nuove tecnologie genomiche hanno 
permesso l’individuazione di nuove mutazioni “driver” che potrebbero rappresentare 
nuovi potenziali bersagli terapeutici, come le alterazioni genetiche correlate al deficit 
dei meccanismi di riparo del DNA.  

Il pathway di riparo del DNA è composto da un intricato network di proteine coinvolte 
nella riparazione del DNA e nel controllo del ciclo cellulare, che hanno la funzione di 
sovrintendere alla corretta replicazione del materiale genico e all’efficiente svolgimento 
della proliferazione cellulare. Un efficiente sistema di riparo è necessario per la 
preservazione dell’integrità del patrimonio genetico e alterazioni in questi geni 
potrebbero rappresentare potenziali target terapeutici per la terapia antitumorale, come 
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i sali di platino e i PARP inibitori [10, 11]. BRCA1 e BRCA2 sono i geni più noti correlati 
ai meccanismi di riparo del DNA, ma in realtà un più ampio spettro di mutazioni 
somatiche e germinali possono conferire il cosiddetto fenotipo “BRCAness”, come nel 
caso di mutazioni a carico dei geni ARID1A, ATM, ATR, CDK12, CHEK1, CHEK2, 
PALB2, e RAD51 [12]. Tuttavia, la prevalenza e la rilevanza clinica di queste mutazioni 
nel tumore gastrico rappresentano una terra incognita. Interessanti studi preclinici 
hanno dimostrato un possibile coinvolgimento dell’infezione/infiammazione mediata 
dall’ H. pylori, riconosciuto come uno dei maggiori fattori di rischio nella cancerogenesi 
del tumore gastrico, sia nell’indurre danni al materiale genetico che nel compromettere 
l’efficienza dei sistemi di riparo [13, 14]. 

Questi sottogruppi differiscono non solo per l’assetto biomolecolare ma anche per 
numerose varianti clinico-patologiche (sede, età di insorgenza, istotipo predominante) e 
suggeriscono un nuovo approccio terapeutico che riconosca specifici target su cui 
agire. Nonostante l’analisi molecolare abbia contribuito ad esplorare il complesso 
panorama molecolare del tumore gastrico e a identificare nuovi bersagli terapeutici, 
spesso non vi sono evidenze circa la rilevanza clinica di queste “firme” genetiche. 

Numerose evidenze hanno inoltre dimostrato che il GC è caratterizzato da una stretta 
interdipendenza tra il sottotipo molecolare e il profilo angiogenico e immunitario del 
microambiente tumorale. Come in altri tumori solidi, diverse citochine e fattori di 
crescita svolgono un duplice ruolo nel microambiente tumorale, in quanto promuovono 
sia l'angiogenesi tumorale che l'immunosoppressione. I fattori di crescita appartenenti 
alla famiglia del “Vascular Endothelial Growth Factor” (VEGFs) sono i promotori più 
diffusi e potenti dell'angiogenesi. I membri della famiglia VEGF sono coinvolti a diversi 
livelli nella regolazione del ciclo immunitario del cancro, producendo cambiamenti 
sostanziali che contribuiscono a creare un microambiente che consente al tumore di 
eludere la sorveglianza immunitaria. I profili angiogenico ed immunitario sono in stretta 
correlazione con le classi molecolari del tumore. I sottotipi MSI ed EBV-positivi sono 
caratterizzati da elevata espressione di PD-L1, da un infiltrato linfocitario citotossico 
ricco in CD8+ TILs e da un elevato tasso mutazionale (TMB ≥10), questi sono stati 
definiti “Hot Tumors” che rendono questi tumori aggredibili da farmaci immunoterapici. 
Al contrario, i sottogruppi molecolari dei tumori geneticamente stabili e con instabilità 
cromosomica sono definiti “Cold Tumors” e sono spesso caratterizzati da un 
microambiente immunosoppressivo e ricco in fattori che favoriscono l’angiogenesi. In 
quest’ultima classe di tumori rientrano i tumori con amplificazione del VEGFA che si 
riscontra con un’incidenza del 7%. Il VEGFA è un fattore molecolare in grado di entrare 
in diverse fasi del ciclo immunitario del cancro, producendo modifiche sostanziali che 
contribuiscono in ultima analisi a creare un microambiente tollerogenico che consente 
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al tumore di eludere la sorveglianza immunitaria. Questi tumori però potrebbero essere 
trattati in modo efficace con terapie antiangiogeniche. L’analisi delle “firme” molecolari 
e dei pattern immunitario e angiogenico può pertanto portare ad individuare 
biomarcatori utili non solo a selezionare pazienti che possano beneficiare di uno 
specifico trattamento farmacologico ma anche a monitorarne nel tempo l’efficacia 
rivelando fenomeni di resistenza [15, 16].  

Tra i biomarcatori di recente interesse per la carcinogenesi e la progressione tumorale 
assumono ruolo cruciale specifici RNA non codificanti (ncRNA), come i microRNA 
(miRNA) e i long non-coding RNA (lncRNA). Tali molecole hanno acquisito la funzione 
di regolare il metabolismo cellulare sia a livello nucleare, esercitando un controllo nel 
processo di trascrizione (lncRNA), sia a livello citoplasmatico agendo sul processo di 
traduzione di specifici RNA messaggeri (miRNA) [17, 18]. Questa classe di molecole è 
facilmente rilevabile e relativamente stabile nei fluidi biologici e presenta un'elevata 
sensibilità; inoltre, i miRNA sono spesso down- o up-regolati nelle cellule neoplastiche 
e per questo possono costituire nuovi marcatori per i tumori umani compreso il 
carcinoma gastrico [19]. 

Molte delle caratteristiche della cellula tumorale possono essere diffuse nel 
microambiente tumorale attraverso gli esosomi [20]. Gli esosomi sono vescicole di 
derivazione cellulare con diametro compreso tra 20 e 100 nm, in grado di influenzare 
l'angiogenesi, le metastasi e altre proprietà biologiche cellulari legate alla tumorigenesi 
[21]. Pertanto, questo tipo di comunicazione extracellulare svolge un ruolo chiave nella 
progressione del cancro, nell'invasione, nella neo-vascolarizzazione, nelle metastasi e 
nella resistenza ai farmaci. In diversi tumori, è stato dimostrato che gli esosomi derivati 
dalle cellule tumorali facilitano la progressione del GC trasferendo specifici fattori di 
crescita così come miRNA differenzialmente espressi rispetto alle cellule del tessuto 
sano. Queste vescicole si ritrovano anche nel siero o nel plasma dei pazienti con GC e 
la loro caratterizzazione può portare ad individuare utili biomarcatori predittivi di 
risposta ad una data terapia farmacologica [22].  

  

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Il presente progetto di ricerca si propone di individuare marcatori molecolari nel 
processo di progressione tumorale del Carcinoma Gastrico (GC). Tale progetto si 
svilupperà attraverso studi specifici incentrati sull’analisi delle “firme” molecolari e dei 
pattern immunitario e angiogenico sia in pazienti affetti da forme precoci della malattia 
e sottoposti a terapie perioperatorie, sia in pazienti affetti da malattia metastatica 
sottoposti a terapie di prima o seconda linea. Individuare marcatori è cruciale non solo 
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nella selezione di pazienti che possano beneficiare di uno specifico trattamento 
farmacologico ma anche nel monitorarne nel tempo l’efficacia rivelando possibili 
fenomeni di resistenza. 

Obiettivo specifico 1: 

Studio del pattern molecolare del tumore gastrico correlato alla risposta a schemi 
farmacologici previsti dal protocollo terapeutico 

•​ Correlazione delle caratteristiche molecolari con le caratteristiche 
clinico-patologiche del tumore; 

•​ Ricerca di mutazioni somatiche con valore prognostico di sopravvivenza globale e 
predittivo di risposta ai trattamenti chemioterapici standard derivati dal platino. 

Obiettivo specifico 2: 

Studio delle popolazioni linfocitarie nell’infiltrato tumorale e nel sangue periferico al fine 
di rilevare possibili clusters di popolazioni correlabili alle caratteristiche del tumore o 
alla terapia in atto. 

Obiettivo specifico 3: 

Studio del pattern angiogenico nel tessuto tumorale e nel sangue periferico, con 
particolare riferimento all’asse VEGF/VEGFR.  

•​ I risultati di tali analisi saranno messi in correlazione con l’analisi immunofenotipica 
e con le caratteristiche molecolari del tumore. 

 

Obiettivo specifico 1: 

Il nostro progetto di ricerca intende articolarsi in studi focalizzati sulla ricerca di quelle 
caratteristiche molecolari cruciali nella risposta ad un dato schema terapeutico. I dati 
molecolari saranno ottenuti per sequenziamento massivo (NGS) o tramite metodiche 
che individuano specifiche alterazioni molecolari. Tali dati saranno integrati ad 
informazioni relative ai dati anamnestici e parametri clinici, laboratoristici e strumentali 
dei pazienti affetti da carcinoma gastrico. 

•​ Un primo studio già avviato nel nostro gruppo di ricerca intende esplorare le 
caratteristiche molecolari del carcinoma gastrico resecabile importanti nel determinare 
il tipo di risposta alla terapia neoadiuvante. In particolare in questo studio sono arruolati 
pazienti con GC resecabile sottoposti a terapia neoadiuvante secondo lo schema 
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FLOT. Lo studio si avvale della determinazione dello stato MSI e positività per EBV che 
verrà eseguita dall’Unità di Anatomia Patologica del nostro istituto. Ci sono infatti 
alcune evidenze che i tumori gastrici resecabili con elevato grado di MSI e MMRD 
beneficiano del solo trattamento chirurgico e sembrano non beneficiare del trattamento 
perioperatorio. Pertanto, determinare lo stato MSI prima dell'intervento potrebbe fornire 
un utile fattore predittivo negativo per la selezione dei pazienti da indirizzare al 
trattamento perioperatorio. Inoltre, lo stato dei microsatelliti così come la positività per 
EBV, sono associati ad uno specifico profilo immunitario nel microambiente tumorale. 
In particolare, tumori gastrici con elevato grado di MSI o EBV+ sono considerati 
immunopermissivi e sono quelli che potrebbero beneficiare delle terapie perioperatorie 
integrate con farmaci immunoterapici. Le informazioni sulle caratteristiche molecolari 
saranno messe in relazione con la valutazione patologica eseguita sulla biopsia 
chirurgica che stabilirà il grado di regressione tumorale (TRG) secondo i criteri di 
regressione di Becker (Al-Batran SE et al. The Lancet Oncology 2016). 

Lo studio recluterà circa 70 pazienti coinvolgendo anche altri centri coinvolti nella 
nostra proposta progettuale tra cui il Policlinico di Bari ed il dipartimento di scienze 
chirurgiche, odontostomatologiche e materno infantili dell’Università di Verona. 

•​ Un secondo studio è incentrato sulle mutazioni somatiche responsabili di deficit dei 
meccanismi di riparo del DNA in pazienti con GC sottoposti a Chemioterapia a base di 
sali di platino. Lo studio prevede l'individuazione tramite sequenziamento massivo 
(Next Generation Sequencing) di profili molecolari correlati al deficit di riparazione dei 
danni al DNA, analizzando il materiale genetico estratto da tessuto tumorale ricavato in 
corso di intervento chirurgico (su primitivo e/o metastasi) o biopsia diagnostica eseguiti 
nell’ambito del normale percorso clinico-assistenziale. I profili molecolari saranno 
correlati alla presenza di infezione da H. pylori. Inoltre sanno individuate le mutazioni 
somatiche con valore prognostico di sopravvivenza globale e predittivo di risposta alla 
chemioterapia. Lo studio recluterà circa 50 pazienti per quanto riguarda la componente 
retrospettiva ed indicativamente 50 pazienti per quanto riguarda la parte prospettica. 

•​ Un terzo studio già avviato nel nostro gruppo di ricerca è incentrato sull’analisi dei 
biomarcatori di risposta ad una terapia combinata tra chemioterapico appartenente alla 
famiglia dei taxani, il Paclitaxel, ed un farmaco molecolare antiangiogenico il 
Ramucirumab, il quale è diretto a bloccare il VEGFR2. Tale schema terapeutico 
rappresenta una terapia di seconda linea nel trattamento del GC metastatico. In questo 
studio sono reclutati pazienti sottoposti a questa combinazione di farmaci. Il nostro 
interesse in questo caso è incentrato sull’analisi di una specifica alterazione 
molecolare, costituita dall’amplificazione del gene VEGFA, che codifica per il fattore 
che lega il recettore VEGFR2. Il nostro obiettivo è quello di stabilire la correlazione tra 
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amplificazione del gene, la sua overespressione nel tessuto tumorale e la risposta alla 
terapia. Abbiamo effettuato analisi di FISH per determinare lo stato di amplificazione 
del gene e analisi di IHC per determinare lo stato di espressione del gene nel tessuto 
tumorale. Tale analisi è stata effettuata su 30 pazienti ed i risultati sono riportati nella 
sezione dei Risultati Preliminari. Intendiamo estendere tale analisi prospettica ad altri 
30 pazienti coinvolgendo le Unità di Oncologia coinvolte nella presente proposta 
progettuale. 

Obiettivo specifico 2 

La presente proposta progettuale si propone altresì di caratterizzare l’immunofenotipo 
delle diverse classi di pazienti arruolate nei singoli studi. La caratterizzazione delle 
diverse popolazioni linfocitarie isolate sia dal tessuto tumorale (ove possibile) che dal 
sangue periferico sarà effettuata utilizzando citofluorimetria a flusso multiparametrica 
che permette una caratterizzazione dal punto di vista numerico, fenotipico e funzionale. 
Verrà, inoltre, effettuato un confronto tra le diverse classi di linfociti presenti nel sangue 
e nell’infiltrato tumorale al fine di rilevare possibili clusters di popolazioni linfocitarie 
correlabili alle caratteristiche del tumore o alla terapia in atto. 

Saranno caratterizzate le due principali classi di linfociti dell’immunità adattativa, le 
cellule CD4+ e CD8+ αβT, così come le popolazioni linfocitarie coinvolte nell’immunità 
innata, i linfociti ɣδT e cellule natural killer (NK.). Queste ultime, oltre a contrastare le 
cellule tumorali attraverso la loro azione citotossica, regolano processi di 
differenziamento e attivazione dei linfociti αβT e contribuiscono ad abrogare 
l’immunosoppressione operata dalle cellule Treg.  

Pertanto, questo progetto ha tra gli obiettivi quello di conoscere ed esaminare il ruolo 
delle specifiche classi di cellule T nei tumori gastrici, basandosi sulle seguenti ipotesi 
scientifiche: 

1.​ Nel microambiente tumorale, sono presenti distinte classi di linfociti T (CD4, CD8, 
Treg), T (V1, V2) e NK con diverso profilo di maturazione e capacità di 
attivazione/inibizione. La stretta relazione tra cellule tumorali e microambiente mette in 
atto distinti meccanismi molecolari che regolano le proprietà di attivazione/inibizione dei 
linfociti infiltranti il tumore. In particolare, il profilo immunitario dell’infiltrato tumorale è in 
stretta correlazione con lo stato di attivazione dell’asse VEGF/VEGFR e di altri fattori 
angiogenici. 

2.​ L’eterogeneità dei tumori gastrici legata alle diverse caratteristiche isto-patologiche 
e molecolari (MSI status, infezione da EBV) è associata all’eterogeneità delle diverse 
popolazioni dei linfociti infiltranti il tumore.  
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3.​ I linfociti infiltranti il tumore, con il loro fenotipo tumore-dipendente, hanno un ruolo 
rilevante nella risposta del tumore alla terapia in atto.  

4.​ La caratterizzazione delle specifiche popolazioni dei linfociti T, T e NK nel sangue 
periferico sarà utile a definire nuovi biomarcatori circolanti, importanti sia per il 
follow-up dei pazienti, sia per la conoscenza dei meccanismi responsabili del successo 
o del fallimento del trattamento terapeutico in pazienti con GC. 

Obiettivo specifico 3: 

Data la stretta interdipendenza tra caratteristiche molecolari, profilo immunitario e 
profilo angiogenico il terzo obiettivo della nostra proposta progettuale riguarda proprio 
l’analisi del profilo angiogenico sia nel tessuto tumorale che nel sangue periferico. In 
particolare, riteniamo di grande interesse le variazioni di marcatori angiogenici nel 
corso di una data terapia. Nel caso di pazienti sottoposti a terapia di seconda linea 
Ramucirumab e Paclitaxel le variazioni dei livelli sierici di Angiopoietin 2 si sono rivelate 
essere correlate alla risposta alla terapia. Pertanto intendiamo estendere la nostra 
analisi prospettica di un pannello di marcatori coinvolti in angiogenesi, anche ad altre 
classi di pazienti con GC sottoposti a terapia sistemica al fine di correlare questi dati 
all’analisi del profilo immunitario e del pattern molecolare. 

L’analisi prospettica dei marcatori circolanti verrà estesa all’analisi dei miRNA e degli 
esosomi estratti dal sangue periferico. I dati preliminari ottenuti nel caso dei pazienti 
con GC metastatico e sottoposti alla terapia con Ramucirumab e Paclitaxel sono molto 
incoraggianti e sostengono l’ipotesi che sia i miRNA che le vescicole esosomiche 
possano costituire marcatori predittivi di risposta alla terapia in atto, fornendo utili 
informazioni circa possibili meccanismi di resistenza. 

 

DATI PRELIMINARI E RISULTATI ATTESI 

I dati preliminari riportati in questa sezione si riferiscono a due studi già approvati dal 
Comitato Etico e nell’ambito dei quali abbiamo già arruolato dei pazienti e condotto 
parte delle analisi.  

Il primo dei due studi “Analisi di biomarcatori predittivi in pazienti con GC metastatico 
sottoposti a seconda linea di terapia basata sulla combinazione di un chemioterapico 
ed un farmaco molecolare anti-angiogenico” ha già concluso la sua prima fase come 
studio monocentrico e ne chiederemo una nuova approvazione come studio 
multicentrico per allargare la casistica e condurre nuove analisi sulla base dei risultati 
ottenuti.  
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Questo primo studio approvato dal comitato etico, si è basato sul reclutamento di 
pazienti con GC metastatico sottoposti ad una terapia di seconda linea con un farmaco 
anti-angiogenico, il Ramucirumab, associato ad un chemioterapico appartenente alla 
famiglia dei taxani, il Paclitaxel. Si tratta di uno studio prospettico che ad oggi ha 
incluso 40 pazienti.  

Marcatori angiogenici circolanti: In una prima fase sono stati misurati i livelli sierici di 
biomarcatori angiogenici selezionati a partire dall’inizio della terapia (T0) e ad intervalli 
di tre mesi sino al momento della progressione di malattia (TP). Sulla base della prima 
valutazione radiologica (dopo tre mesi dall’inizio della terapia), la popolazione è stata 
suddivisa in "gruppo con controllo di malattia (CD)" e "gruppo con malattia in rapida 
progressione (RP)". I livelli dei diversi marcatori sono stati misurati al basale, all'inizio 
del terzo ciclo di terapia e al momento della progressione della malattia. Sono stati 
considerati tutti i membri della famiglia VEGF, nonché l'Angiopoietina2 (Ang2) e il suo 
recettore (Tie2). 

Lo scopo del nostro studio è stato quello di identificare possibili marcatori predittivi e di 
valutare se le variazioni di un determinato marcatore nel tempo potessero essere 
predittive dell'esito terapeutico. I risultati ottenuti hanno evidenziato che i pazienti con 
PFS più lunga presentavano livelli basali più elevati di VEGF e Ang2 rispetto a quelli 
con PFS più breve. Sebbene i livelli basali dei marcatori esaminati non fossero 
predittivi di risposta, i risultati indicavano che le diminuzioni di Ang2 e VEGFC, 
entrambi coinvolti nell'angiogenesi e nella linfoangiogenesi, misurate all'inizio del terzo 
ciclo erano associate a un minor rischio di progressione e quindi a una PFS più lunga. 
Inoltre, si è registrato un aumento significativo di VEGFC e Ang2 al momento della 
progressione, il che potrebbe suggerire l'attivazione di vie alternative come 
VEGFC/VEGFR3 e Ang2/Tie2 che potrebbero contrastare il blocco di VEGFR2 da 
parte di Ramucirumab. 

I risultati di questa ricerca sono stati oggetto di una pubblicazione scientifica: 
D'Alessandro R. et al., Variations in Circulating Levels of Angiopoietin-2 Over Time Are 
Predictive of Ramucirumab-Paclitaxel Therapy Outcome in Advanced Gastric Cancer: 
Results of Prospective Study. Front Oncol. 2022 Apr 6;12:862116. doi: 
10.3389/fonc.2022.862116. PMID: 35463372; PMCID: PMC9019360. 
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miRNA circolanti: 

In collaborazione con la Dr Grazia Serino stiamo effettuando un’analisi di un ampio 
pannello di miRNA circolanti nel plasma degli stessi pazienti appartenenti ai due gruppi 
CD e RP. Verranno effettuate le analisi sui miRNA estratti al T0 e dopo tre mesi 
dall’inizio della terapia (T3) e nel gruppo dei pazienti CD ad intervalli di tempo 
successivi sino al tempo della progressione (TP). La nostra analisi è incentrata su 
diversi aspetti: 

- definire un pannello di miRNA correlati all’”outcome” della terapia; 

- correlare l’espressione di specifici miRNA circolanti al pattern degli stessi nel tessuto 
tumorale; 

- correlare l’espressione di specifici miRNA al tipo molecolare e alle caratteristiche 
fisio-patologiche del tumore; 

-  correlare l’espressione di specifici miRNA al pattern angiogenico ed immunitario. 

 

Analisi e caratterizzazione degli esosomi circolanti: 
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In collaborazione con la Dr. Maria Principia Scavo, stiamo effettuando un’analisi delle 
vescicole esosomiali circolanti estratte dal siero degli stessi pazienti appartenenti ai 
due gruppi CD e RP. Verranno effettuate le analisi sugli esosomi estratti al T0 e dopo 
tre mesi dall’inizio della terapia (T3) e nel gruppo dei pazienti CD ad intervalli di tempo 
successivi sino al tempo della progressione (TP). La nostra analisi è incentrata su 
diversi aspetti: 

- Caratterizzare il contenuto di molecole di RNA, miRNA e proteine differenzialmente 
espresse nei due gruppi di pazienti; 

- Correlare il contenuto degli esosomi alla risposta alla terapia sistemica in atto; 

- Correlare il contenuto degli esosomi al tipo molecolare e alle caratteristiche 
fisio-patologiche del tumore; 

- Correlare il contenuto degli esosomi al pattern angiogenico ed immunitario. 

- Gli esosomi estratti dai due gruppi di pazienti CD e RP saranno utilizzati in 
esperimenti in vitro con modelli cellulari al fine di studiare le vie del segnale implicate 
nella crescita delle cellule tumorali ed indagare possibili meccanismi di resistenza alla 
terapia in atto.  
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Analisi e caratterizzazione dei PBMC circolanti: 

In collaborazione con la Dr. Marina Liso, ci proponiamo di analizzare il fenotipo 
immunitario dei Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) già estratti dal sangue 
venoso di un gruppo selezionato di 20 pazienti appartenenti ai due gruppi CD e RP 
mediante analisi in citofluorimetria a flusso. I PBMC di questi pazienti sono stati estratti 
e risospesi in siero e 10% DMSO che ne preservano la vitalità e così sono congelati in 
azoto liquido. Le analisi descritte di seguito saranno estese ai nuovi pazienti che 
saranno arruolati e dalle cui aliquote di sangue verranno estratti i PBMC secondo le 
modalità descritte. Verranno effettuate le analisi sui PBMC estratti al T0 e dopo tre 
mesi dall’inizio della terapia (T3) e nel gruppo dei pazienti CD ad intervalli di tempo 
successivi sino al tempo della progressione (TP). 

In particolare, verranno utilizzati kit CE-IVD che consentano l’identificazione e la conta 
assoluta delle percentuali di linfociti T CD3+, CD4+, CD8+, del rapporto CD4/CD8, dei 
Linfociti B CD19+ e delle cellule Natural Killer CD3-CD56+. 

Per l’identificazione delle cellule Treg, invece, si procederà alla marcatura dei PBMCs 
con anticorpi di superficie CD4-CD25 e successivo intracellular staining con anticorpo 
specifico anti-Foxp3. 

Al termine dello staining con gli anticorpi specifici, si procederà con l’acquisizione al 
citofluorimetro e l’analisi dei dati con il software Kaluza (Versione 1.5A, Beckman 
Coulter). 

Le percentuali delle popolazioni linfocitarie e le conte assolute, saranno quindi correlate 
con i dati clinici e di laboratorio, al fine di determinare il potenziale valore predittivo di 
ciascun parametro. 

Analisi di espressione di VEGFA nel tessuto tumorale di pazienti appartenenti ai due 
gruppi CD e RP e correlazione con lo stato cromosomico del gene VEGFA e con la 
risposta alla terapia combinata Ramucirumab e PTX: Analisi prospettica e retrospettiva 

 Al fine di correlare la migliore risposta alla terapia antiangiogenica ad una maggiore 
espressione basale del VEGFA nel tessuto tumorale e all’amplificazione dello stesso 
gene nelle cellule tumorali, sono stati eseguiti esperimenti di immunoistochimica e di 
FISH su campioni bioptici o tessuto operatorio (ove disponibile) di pazienti con 
Carcinoma Gastrico metastatico sottoposti a terapia di seconda linea con 
Ramucirumab e Paclitaxel. Le analisi sono state condotte su 19 pazienti del gruppo CD 
e su 10 pazienti del gruppo RP. I risultati riassunti nella tabella sottostante evidenziano 
che sebbene all’amplificazione genica non sempre corrisponda una maggiore 
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espressione di VEGFA nel tessuto e quindi una migliore risposta alla terapia, nei casi 
cui all’amplificazione si associ una over-espressione nel tessuto, si osserva una 
migliore risposta alla terapia.  

 

Alla luce di questi risultati riteniamo interessante estendere la nostra analisi ad un 
numero maggiore di pazienti (n=60) equamente distribuiti tra i due gruppi CD e RP. 
Pertanto, questa parte retrospettiva dello studio potrebbe facilmente essere completata 
grazie alla collaborazione di altri centri di Oncologia. 

Hanno dato disponibilità a partecipare allo studio il gruppo coordinato dal Prof. 
Ferdinando De Vita dell’Unità di Oncologia del Secondo Policlinico di Napoli ed il 
gruppo coordinato dal Dr Evaristo Maiello dell’Unita di Oncologia della Casa Sollievo 
della Sofferenza di S. Giovanni Rotondo. 

Meccanismi molecolari alla base della terapia combinata Ramucirumab e Paclitaxel: 
Studio in modelli cellulari 
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La resistenza al Paclitaxel coinvolge diversi processi, molti dei quali non sono ancora 
stati completamente compresi. Gli esperimenti condotti in modelli cellulari di GC umano 
hanno esplorato alcuni dei tratti distintivi della resistenza PTX-mediata attraverso 
l'analisi comparativa di due linee cellulari in cui è stata indotta la resistenza al taxano e 
le rispettive controparti sensibili. Nelle linee resistenti abbiamo riscontrato le seguenti 
caratteristiche: 

- Overespressione di fattori come VEGFA, VEGFC e Ang2, che non solo sono 
pro-angiogenici, ma supportano anche la crescita delle cellule tumorali;  

- L'induzione di TUBβIII, un'isoforma della tubulina che opera la stabilizzazione dei 
microtubuli, in entrambe le linee resistenti;  

- Overespressione di P-gp, uno dei trasportatori MDR responsabili dell'efflusso della 
chemioterapia dalle cellule; (In collaborazione con il gruppo delle Prof.sse Alessandra 
Contino e Maria Grazia Perrone del dipartimento di Farmacia-Scienze del Farmaco 
dell’Università degli Studi di Bari).  

Questi elementi spiegano quindi la maggiore sensibilità al Ramucirumab e all'Elacridar 
riscontrata nelle cellule resistenti al PTX rispetto a quelle sensibili ai farmaci. Il primo 
ha ridotto significativamente l'espressione non solo delle molecole angiogeniche ma 
anche di TUBIII, il secondo ha ripristinato l'effetto della chemioterapia bloccandone il 
suo efflusso, facendole recuperare la sua citotossicità grazie agli effetti anti-mitotici e 
pro-apoptotici.  

Infine, i risultati di questo studio hanno evidenziato il ruolo svolto dagli esosomi nel 
trasporto e nella diffusione nel microambiente tumorale di alcuni fattori over-espressi 
nelle cellule resistenti, come VEGFA, VEGFC, Ang2 e P-gp. Nel complesso, questi 
risultati hanno rivelato l'efficacia del triplo trattamento combinato con PTX, Elacridar e 
Ramucirumab nell'aggirare la resistenza indotta dal PTX (In collaborazione con la Dr. 
Maria Pia Scavo). 

I risultati oggetto di questo studio in vitro sono stati inclusi in due pubblicazioni 
scientifiche: 

1- Refolo MG et al. Molecular mechanisms of synergistic action of Ramucirumab and 
Paclitaxel in Gastric Cancers cell lines. Sci Rep. 2020 Apr 28;10(1):7162. doi: 
10.1038/s41598-020-64195-x. PMID: 32346056; PMCID: PMC7188894. 

2- “The multiple combination of Paclitaxel, Ramucirumab and Elacridar reverses the 
Paclitaxel-mediated resistance in Gastric Cancer cell lines”. Annalisa Schirizzi et al. 
IJMS (ri-sottomissione del manoscritto revisionato)  
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Il secondo studio è nel corso della seconda annualità dall’approvazione del Comitato 
Etico. Il titolo dello studio è “Analisi di biomarcatori predittivi di risposta in pazienti con 
GC resecabile sottoposti a terapia neoadiovante secondo lo schema FLOT” 

Nell’ambito di questo studio multicentrico già approvato dal Comitato Etico a luglio del 
2021 abbiamo arruolato 13 pazienti con GC resecabile e sottoposti a terapia 
neoadiuvante secondo lo schema FLOT. Sono stati raccolti ed opportunamente stoccati 
campioni di siero, plasma, PBMC estratti dal sangue periferico e linfociti infiltranti il 
tumore (TILs) estratti dal tessuto tumorale e dal tessuto circostante. Il disegno dello 
studio è di seguito riportato: 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

1. Pazienti  

Nella parte retrospettiva saranno arruolati pazienti con diagnosi di tumore gastrico che 
hanno ricevuto terapia medica presso la nostra U.O. Oncologia o presso le Unità 
esterne che partecipano al progetto (prescritta conformemente al normale percorso 
assistenziale ed indipendentemente dalla partecipazione allo studio). Saranno raccolti 
dati clinici, laboratoristici ed istopatologici, al fine di valutare le correlazioni tra le 
alterazioni molecolari, i patterns immunitario e angiogenico e la risposta ai trattamenti, 
progressione di malattia, sopravvivenza globale. Inoltre, potranno essere inclusi 
pazienti in follow up clinico strumentale laboratoristico sottoposti a regolari controlli 

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 139 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

nell’ambito della normale pratica clinica. Ai pazienti verrà fornita una scheda 
informativa circa gli obiettivi dello studio e successivamente sarà acquisito il consenso 
informato. 

Studio multicentrico IMAN: pazienti con GC resecabile sottoposti a terapia 
neoadiuvante FLOT 

Approvato dal CE in data 19/04/2021. 

Centri partecipanti: IRCCS “S. de Bellis” Castellana Grotte, Policlinico di Bari 

Studio monocentrico DRAGO: pazienti HER-2 negativi sottoposti a terapia a base di 
Sali di platino. In questi pazienti verrà riscontrata la presenza di infezione da H. pylori. 
Si tratta di un nuovo studio condotto dalla Dr Dalia Ricci, Dirigente Medico della nostra 
U.O. di Oncologia e prevede una parte retrospettiva ed una prospettica nella quale 
saranno arruolati pazienti con nuova diagnosi di tumore gastrico HER-2 negativo 
candidati a terapia medica o che hanno ricevuto terapia medica presso l’U.O. 
Oncologia. I pazienti verranno inseriti in un programma di valutazioni cliniche, 
laboratoristiche e strumentali come previsto da normale pratica clinica in corso di 
trattamento medico per malattia avanzata inoperabile/metastatica o in corso di follow 
up clinico per pregressa neoplasia gastrica. 

I dati registrati in entrambe le fasi dello studio derivano da esami e valutazioni di norma 
eseguiti nella pratica clinica per una corretta gestione del paziente oncologico. Lo 
studio verrà proposto per l’approvazione del CE. 

Studio Ramu-PTX 

Lo studio ha già concluso una prima fase in cui come studio monocentrico sono stati 
arruolati 40 pazienti con GC metastatico sottoposti a terapia di seconda linea con 
Ramucirumab e Paclitaxel. Sulla base dei risultati ottenuti la presente proposta 
progettuale si propone di ripresentare lo studio al CE come studio multicentrico per 
allargare la casistica soprattutto nella sua parte retrospettiva di raccolta di materiale per 
lo più bioptico (trattandosi di malattia metastatica) 

1.1 Dimensione del campione 

Al fine di valutare, in maniera statisticamente rilevante, l’impatto di potenziali problemi 
non prevedibili in fase di design dello studio e che potrebbero richiedere una variazione 
dei criteri di inclusione / esclusione abbiamo utilizzato la formula proposta da W 
Viechtbauer, L Smits, D Kotz, L Budé, M Spigt, J Serroyen, R Crutzen: “A simple 
formula for the calculation of sample size in pilot studies” . J Clin Epidemiol 2015 
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Nov;68(11):1375-9: Valutando la probabilità del verificarsi di un evento imprevisto che 
determini l’esclusione di un paziente dallo studio nella misura del 4% (con un limite di 
confidenza del 95%). 

2. Campionamento: Raccolta e Stoccaggio dei campioni ematici, bioptici e di tessuto 
fresco 

Tutti i reperti biologici derivanti dai pazienti arruolati nello studio saranno ottenuti dal 
materiale prelevato nel corso degli interventi previsti dal piano terapeutico, pertanto 
non è previsto alcun cambiamento ai trattamenti in atto. 

2.1 Sangue periferico 

Verranno ricavate aliquote di sangue intero e siero esclusivamente dai prelievi ematici 
previsti dal piano terapeutico. In particolare verranno ricavati prelievi ematici prima 
dell’inizio dei cicli di terapia e a tempi successivi secondo il modello sperimentale di 
ogni singolo studio.  

Dal campione ematico di ciascun paziente verranno ricavate aliquote di siero, di 
plasma che saranno conservate a -80°. Dal sangue periferico saranno inoltre isolati, 
mediante gradiente di densità su Ficoll-Paque, linfomonociti (PBMC), che saranno 
conservati in azoto liquido.  

Ciascuna serie di aliquote di siero e linfomonociti, appartenente ad ogni singolo 
paziente, dovrà essere corredata da una “Scheda campioni” in cui si preciserà: 

1)​ codice identificativo del paziente a cui si riferisce il campione 

2) data di ciascun prelievo 

2.2 Reperti bioptici 

I reperti bioptici fissati in formalina ed inclusi in paraffina per le analisi di 
immunoistochimica verranno forniti dall’Anatomia Patologica dell’IRCCS “S. De Bellis”, 
o dai centri che parteciperanno allo studio dopo che siano state assicurate tutte le 
analisi previste dal piano terapeutico.  

2.3 Tessuto fresco 

L’Anatomia Patologica fornirà anche materiale derivante sia dal tessuto tumorale, che 
dal tessuto sano circostante.  

Nello specifico, i campioni a fresco provenienti dai pezzi operatori saranno processati 
mediante l’utilizzo del gentleMACSDissociator (MiltenyiBiotec), applicando il protocollo 
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specifico per il TumorDissociation Kit, che consente di ottenere una sospensione di 
cellule singole a partire da tessuti solidi combinando una dissociazione meccanica con 
una degradazione enzimatica della matrice extracellulare. Le cellule così dissociate, 
dopo essere state filtrate e lavate con HBSS, potranno essere messe in coltura o 
isolate. Dal tessuto tumorale e dalla sua controparte normale verranno isolate 
popolazioni linfocitarie (TILs).  

L’analisi immunofenotipica dei PBMC derivanti dal sangue periferico e dei TILS ottenuti 
dal tessuto gastrico sarà eseguita, mediante citofluorimetria a flusso, presso il 
laboratorio di Immunologia Clinica e Sperimentale del Centro Humanitas di Milano o 
presso il nostro laboratorio di Immunologia. I campioni saranno opportunamente 
stoccati in azoto liquido sino al momento della spedizione che avverrà in ghiaccio 
secco ed in forma anonima. 

3. Isolamento cellule mononucleate da sangue periferico dei pazienti e donatori sani  

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) verranno isolate mediante 
centrifugazione in gradiente di densità attraverso l’utilizzo del mezzo di separazione 
cellulare Lympholyte®-H. Seguendo il protocollo per l’isolamento delle PBMC, i 
campioni di sangue saranno prima diluiti con Hank’s Balanced Salt Solution senza 
calcio e magnesio (HBSS-/-) in un rapporto 1:1 (15 mL sangue:15 mL HBSS-/-). 
Saranno poi stratificati 30 mL di sangue diluito su 15 mL di Lympholyte®-H, portato a 
temperatura ambiente, in una provetta Falcon® da 50 mL e quindi centrifugati per 30 
minuti a 400 (rcf). Dopo centrifugazione, le cellule PBMC si troveranno a livello 
dell’anello all’interfase situato tra Lympholyte®-H e plasma. Le cellule PBMC saranno 
poi raccolte, lavate con HBSS -/- e centrifugate due volte per 10 minuti a 200 rcf per 
rimuovere le piastrine. Successivamente si procederà al conteggio ed al congelamento 
in cryovial (1 mL di Fetal Bovine Serum (FBS) con il 10% di 
Dimetilsolfossidocrioprotettivo (DMSO). 

4. Isolamento dei TILs da tessuto tumorale  

I campioni di tumore umano fresco ed il tessuto sano circostante di pazienti con GC 
saranno tagliati in pezzi (3 ~ 5 mm3) e trattati con 1 μg / mL di collagenasi 25 μg / mL 
di DNasi e FBS al 2% in PBS a 37 ° C per 1 - 1,5 ore. Gli omogenati di tessuto saranno 
filtrati attraverso un filtro cellulare da 70 μm prima della centrifugazione a densità. La 
centrifugazione a densità sarà eseguita utilizzando il gradiente di densità di Percoll. 
Verranno raccolte cellule all'interfaccia tra il 40 e l'80% di gradiente di Percoll 
discontinuo. I linfociti saranno lavati in HBSS-/- e congelati in azoto con FBS con 10% 
DMSO per le analisi successive. 
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5. Isolamento delle cellule tumorali 

Seguendo il protocollo indicato per il Tumor Cell Isolation Kit human (MiltenyiBiotec), le 
cellule non tumorali saranno marcate magneticamente con un cocktail di anticorpi 
monoclonali coniugati con micro beads. In seguito, la sospensione cellulare verrà 
caricata su una colonna posta nel campo magnetico di un separatore MACS. Le cellule 
non tumorali marcate verranno trattenute all'interno della colonna, al contrario le cellule 
tumorali prive di marcatura attraverseranno la colonna. Dopo la rimozione della 
colonna dal campo magnetico, le cellule non tumorali trattenute magneticamente 
saranno eluite. Le cellule tumorali così ottenute saranno messe in coltura in flask T25 
in numero di 5X106 cellule/ml, in RPMI-1640 con 20% FBS, 1% Pen-Strept, 1% 
glutammina e 1% di amminoacidi non essenziali (NEAA). Dopo 24h verranno rimosse 
cellule non aderenti e verrà rinnovato il terreno ogni due giorni per circa 2 settimane. Le 
cellule tumorali potranno poi essere congelate fino alle successive analisi. 

Next Generation Sequencing (NGS) 

Verranno eseguite in pazienti che esprimeranno consenso informato e di cui sia 
disponibile materiale patologico precedentemente archiviato e residuato da intervento 
chirurgico su primitivo/metastasi o biopsie eseguite a scopo diagnostico. Il DNA verrà 
estratto a partire da blocchetti istologici fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE) 
e quantificato mediante fluorimetro. Le indagini molecolari prevederanno 
sequenziamento genico massivo tramite Next Generation Sequencing. 

6. Caratterizzazione e separazione delle popolazioni linfocitarie mediante Citometria a 
Flusso 

Per l'analisi tramite citometria a flusso multiparametrica, le cellule linfocitarie verranno 
colorate per la discriminazione tra vitali e morte utilizzando il colorante fluorescente 
intercalante nel DNA 7-Aminoactinomycin D per 5 minuti, al buio a temperatura 
ambiente. I campioni verranno acquisiti utilizzando il sistema NAVIOS Flow Cytometer 
(BeckmanCoulter). Successivamente le cellule verranno lavate con FACS WB (HBSS - 
/ - con 2% di FBS) e incubate con una miscela di specifici Ab monoclonali, 
precedentemente titolati, per 20 minuti al buio a temperatura ambiente per essere 
acquisite utilizzando il sistema di analisi delle cellule LSR Fortessa, FACS Canto II e 
FACS Symphony. La strumentazione FACS Aria III cell sorter verrà utilizzata per la 
separazione dei sottoinsiemi cellulari specifici da impiegare nei saggi in vitro. 

7. Analisi fenotipica e funzionale 
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I pannelli Polychromatic Flow Cytometry (PFC) verranno applicati per l'analisi fenotipica 
(colorazione di marcatori della membrana cellulare) e funzionale (colorazione dei 
marcatori della membrana cellulare e di quelli intracellulari) dei linfociti circolanti dei 
donatori sani e dei linfociti isolati dal sangue periferico e residenti nei tessuti dei 
pazienti. 

L’analisi fenotipica cellulare prevederà lo studio di markers identificativi di:  

a) maturazione e differenziazione (CD45RA/RO, CD27, CD28, CCR7, IL7R, CD127, 
CD28, CD16, CD26, CD25, CD127, CD96);  

b) adesione (CD69, CD103, CD49a, CD54, CD58, CX3CR1, CD62L, DNAM);  

c) activating receptors (CD69, NKG2C, NKG2D, CD161, CD16, CD56, NCRs, NKp80, 
CD54, 2B4, DNAM-1, CD161); 

d) recettori inibitori e immune-checkpoints: (NKG2A, PD-1, CTLA-4, CD96, LAG-3, 
TIM-3, TIGIT, CD39);  

e) stato proliferativo (Ki67);  

f) senescenza (CD57);  

g) citochine e chemochine (IFN-ɣ, TNF-α, IL-17, CCL3, CCL4),  

h) recettori per citochine e chemochine (ex. IL-2R, IL-12R, IL-1R, IL-18R, CCR5, 
CXCR6, CXCR4, CXCR1). 

7.1 Analisi dei dati derivanti da esperimenti di Citometria a Flusso 

I dati grezzi generati dal citofluorimetro “FACS Symphony flow cytometer” nel formato 
Flow Cytometry Standard (FCS) 3.0 verranno analizzati con il programma "FlowJo 
software (TreeStarInc), version 9.9.6.” che permetterà dopo aver ripulito i dati da 
debris, cellule morte, doppietti di cellule, di identificare singole popolazioni di linfociti 
grazie ad modello computazionale che combina le informazioni derivanti dai singoli 
marcatori al fine di identificare nel campione popolazioni di cellule con le stesse 
caratteristiche. Per un’analisi unbiased sarà usato l’algoritmo t-SNE che permette di 
identificare delle sub-popolazioni cellulari con delle specifiche caratteristiche 
fenotipiche. I dati derivanti da ogni singolo campione verranno concatenati in una 
singola matrice al fine di produrre l’algoritmo t-SNE. I dati saranno così visualizzati in 
uno scatter plot bi-dimensionale (t-SNE map) dove le cellule fenotipicamente simili 
formeranno differenti clusters rendendo così visibili le diverse sub-popolazioni. 
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8. Valutazione della Instabilità dei microsatelliti 

La instabilità dei microsatelliti sarà valutata mediante il sistema Idylla (Biocartis). 

Il test Idylla MSI è un test completamente automatizzato che prevede l’utilizzo diretto 
del campione grezzo, fino al risultato finale, su un unico strumento, con tutti i reagenti 
integrati in un’unica cartuccia, senza alcuna manipolazione da parte dell’operatore 
dopo il caricamento (Modalita’ campione IN/Referto OUT).  Il campione è rappresentato 
da sezioni di tessuto fissate in formalina e incluse in paraffina che contengano almeno 
il 20% di cellule neoplastiche.    

Il test Idylla MSI esegue il rilevamento delle mutazioni in 7 biomarkers (ACVR2A, 
BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A e SULF2) utilizzando una reazione di PCR 
seguita da analisi di melting ad alta risoluzione. La presenza di mutazioni in almeno 2 
biomarker sarà refertata come fenotipo instabile (MSI-H), l’assenza di mutazione o 
soltanto la mutazione in un singolo biomarker sarà refertato come fenotipo stabile 
(MSS).  

9. Valutazione dell’infezione da Epstein-Barr virus (EBV) 

La valutazione di EBER (Epstein BarrEncodingRegion) sarà effettuta con metodica 
CISH utilizzando il kit RNAscope (Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA). Le 
sezioni di tessuto (spessore 4 μm) saranno asciugate in stufa a 60 ° C per 1 ora, 
sottoposte a sparaffinatura e idratazione. Seguirà smascherameneto antigenico 
mediante incubazione per 10’ in tampone citrato (pH 6.0) a 98°C, permeabilizzazione 
della sezione con proteasi a 40°C per 30’, ibridazione con sonda target, amplificazione 
del segnale e rilevazione dello stesso mediante aggiunta del cromogeno. Saranno 
considerati positivi i campioni con presenza di positività nucleare nelle cellule 
neoplastiche e/o infiammatorie.  

10. Immunoistochimica per caratterizzazione del profilo immunologico dell’infiltrato 
linfocitario (TILs) 

Tutte le fasi delle indagini di immunoistochimica per i marcatori in studio (PD-L1, CD8, 
CD4, FOXP3 -VEGFA, VEGFR2/VEGFR1/VEGFR3, TUBBIII) saranno effettuate 
mediante l’utilizzo dell’immuno-coloratore automatico Bond III (Leica). 

Per la valutazione immunoistochimica delle cellule CD4+ e CD8+ saranno selezionati 5 
campi nelle aree intra e peritumorali della sezione istologica al fine di ottenere un 
valore medio per ogni campione.  La mediana dei valori medi sarà il cut-off per 
classificare i casi con alta o bassa concentrazione di CD8+/CD4+. 
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11. Analisi dei livelli sierici dei fattori angiogenetici  

Per la determinazione dei livelli dei fattori di crescita e delle citochine presenti nel siero 
ci avvarremo della tecnologia Bio-PlexMagPIX Suspension Array System che è un 
sistema integrato per analisi quantitative multiparametriche di molecole biologiche in 
sospensione ottenute da campioni di siero, plasma, medium di colture cellulari, fluidi 
biologici in genere. Verrà indagati pannelli stabiliti di fattori coinvolti in angiogenesi 
tumorale  

12. Analisi dei livelli di espressione dei miRNA circolanti 

I campioni di plasma saranno utilizzati per l’estrazione dei miRNA circolanti che sarà 
effettuata mediante il kit miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen). La valutazione 
dell’espressione miRNA circolanti verrà effettuata mediante piastre di Real-time PCR 
“Human Serum/Plasma PCR plates” (Qiagen). Questa analisi ci permetterà di 
identificare i miRNA differenzialmente espressi tra i gruppi analizzati. Si procederà, 
quindi, con l’individuazione dei target computazionali (geni e pathways) dei miRNA 
mediante diversi programmi bioinformatici. I livelli di espressione dei miRNA identificati 
saranno, in seguito, correlati con i parametri clinici dei pazienti analizzati. 

13. Isolamento degli esosomi: 

Il plasma dei pazienti verrà processato per l’estrazione degli esosomi, che dopo essere 
stato prelevato verrà tenuto a temperatura ambiente per 30’. Successivamente verrà 
centrifugato a temperatura controllata di 4° con vari cicli di centrifugate con aumento 
del numero di giri ad ogni passaggio, da un minimo di 1550 ad un massimo di 3800, 
per 15 minuti ogni volta. Dopo l’utilizzo della centrifuga ordinaria, si passerà all’utilizzo 
dell’ultracentrifuga con un ciclo da 75000g per 1 h sempre a 4° e da 100000g per 1h e 
30’. Il sovranatante verrà eliminato mentre il pellet verrà risospeso in 200 microlitri di 
acqua ultrapura, per le analisi di caratterizzazione con DLS, TEM e SEM mentre il resto 
del campione sarà stoccato per le analisi biochimiche e bio-molecolari. 

 

Analisi Statistica 

I risultati verranno descritti tramite media e deviazione standard (M±SD) o mediana e 
range, per le variabili quantitative e mediante frequenze e percentuali (%) per le 
categoriche.  

Per confrontare le differenze tra il gruppo di pazienti in cui si riscontra un controllo di 
malattia inseguito ad un dato trattamento e pazienti in cui si riscontra progressione 
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rapida, verrà adoperato il test del Chi-Quadrato o il test di Fisher quando necessario 
per le variabili categoriche e verrà valutata la scelta di un test parametrico o non 
parametrico, a seconda della distribuzione, per le continue. 

Verranno adoperati test specifici di confronto tra i due gruppi indipendenti per valutare 
la differenza di espressione genica tra i geni valutati. Inoltre grafici come gli heatmaps 
verranno costruiti per una rappresentazione grafica dei dati genetici a due dimensioni. 
L’analisi per cluster verrà adoperata per valutare la relazione e la co-regolazione della 
funzionalità genica.  

Per valutare l’associazione, nonché il valore predittivo tra i biomarcatori analizzati e la 
progressione tumorale (Progressione Si vs Progressione No) verrà adoperato un 
modello di regressione logistica, la cui stima di rischio verrà espressa come Odds Ratio 
(OR), ed eventuali covariate verranno aggiunte per aggiustare i modelli. 

Per tutte le analisi verrà valutato un intervallo di confidenza al 95% e per testare 
l’ipotesi nulla, si prediligerà l’analisi a due code con un livello di errore a 0.05. 

Le analisi verranno effettuate con il Software STATA 17.0 (StataCorp. 2021. Stata 
Statistical Software: Release 17. College Station, TX: StataCorp LLC.) e il software 
RStudio ("Prairie Trillium" Release). 

 

INNOVAZIONI 

Lo studio dei marcatori predittivi di risposta ai trattamenti sistemici si configura come 
uno degli strumenti più importanti per il miglioramento degli outcomes di 
sopravvivenza, nella misura in cui ci permettono di: 

- selezionare a priori i pazienti che più potrebbero beneficiare di quel trattamento 
specifico; 

- anticipare l’eventuale resistenza al trattamento stesso, prima della conferma di 
progressione mediante gli esami strumentali o il deterioramento delle condizioni 
cliniche del paziente.  L’individuazione di biomarcatori tramite tecniche facilmente 
riproducibili potrebbe permettere di superare i ritardi nella diagnosi di progressione di 
malattia, attualmente diagnosticata solo sulla base dell’imaging o del dosaggio di 
marcatori sierici, integrando la ricerca traslazionale con la pratica clinica.  
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Infine, lo studio del pattern immunitario e della correlazione tra H. pylori e meccanismi 
di riparo del DNA getterà nuova luce sui meccanismi alla base della cancerogenesi 
nell’adenocarcinoma gastrico. 
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INTRODUZIONE  

I macrofagi associati al tumore (TAM) rappresentano una delle maggiori classi di cellule 
immunitarie presenti nel microambiente (TME) di diversi tipi di tumore, incluso 
l’adenocarcinoma del pancreas (1), il colangiocarcinoma (2) e il tumore epatico (3) . 
Nel TME i macrofagi sono estremamente plastici e la loro interazione con cellule 
tumorali e altre componenti dello stroma può influenzare la loro polarizzazione verso un 
fenotipo anti-tumorale o verso un fenotipo pro-tumorale. Nella visione più semplicistica i 
macrofagi vengono suddivisi nel tipo M1, caratterizzati da un fenotipo pro-infiammatorio 
e quindi anti-tumorale, e nel tipo M2 che invece hanno un ruolo nel rimodellamento 
della matrice extracellulare e proprietà immunosoppressive (4). I TAM pro-tumorigenici 
sono solitamente associati a un fenotipo di tipo M2. Nel TME, infatti, essi sono coinvolti 
nell’ orchestrare la proliferazione delle cellule tumorali, il rimodellamento della matrice 
extracellulare, l’angiogenesi, la formazione delle metastasi, l’immunosoppressione ma 
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anche la resistenza ai chemioterapici e all’ immunoterapia (5). Per questo motivo, 
attualmente sono in sviluppo strategie anti-tumorali che hanno come obiettivo il 
neutralizzare specificatamente i TAM pro-tumorigenici o permettere la loro 
riprogrammazione verso un fenotipo anti-tumorale e pro-infiammatorio (6). 

Il signaling pathway di Notch è estremamente conservato durante l’evoluzione ed è 
critico per lo sviluppo di diversi organi. La sua disregolazione però è implicata in diversi 
aspetti del tumore, tra cui l’ angiogenesi e il mantenimento delle proprietà staminali 
delle cellule tumorali. Il segnale di Notch regola anche diversi aspetti della risposta 
immunitaria al tumore, tra cui il differenziamento delle cellule T e la maturazione e 
funzionalità delle cellule mieloidi (7). Infatti, il coinvolgimento del signaling di Notch 
nella regolazione delle funzioni dei macrofagi e in particolare dei TAM ha evidenziato 
come questo signaling pathway possa essere manipolato per aumentare le proprietà 
anti-tumorali dei macrofagi (8). 

I componenti principali del Notch signaling pathway canonico includono i recettori 
transmembrana Notch 1- 4 e i 5 ligandi di membrana: Jagged 1 e 2 e i ligandi Delta-like 
(DLL) 1, 3 e 4. Brevemente, il contatto recettore-ligando tra le cellule risulta in una serie 
di eventi proteolitici che culminano con il taglio, mediato dalla  secretasi, del recettore 
intracellulare di Notch (NICD) che trasloca nel nucleo dove lega la proteina 
CBF1/RBPJk. Questo complesso poi recluta il co-attivatore trascrizionale mastermind- 
like (MAML) e porta alla trascrizione dei geni target di Notch, inclusa la famiglia di 
fattori trascrizionali Hes (9). La cascata di Notch non canonica invece può essere 
attivata in maniera ligando-indipendente o dall’interazione del recettore NICD con altri 
pathways come quello del fattore nucleare-kB (NF-kB) e del transforming growth factor  
(TGF- ) (10). 

Sebbene il ruolo del signaling pathway di Notch nel tumore possa variare a seconda 
della tipologia di tumore stesso e del TME che lo compone, ci sono diverse evidenze 
che hanno dimostrato come Notch regoli il microambiente immuno-soppressivo. E’ 
stato dimostrato infatti che Notch, e in particolare RBPJ, è importante per il 
differenziamento dei TAM e per la promozione dell’immuno-soppressione attraverso la 
modulazione della risposta delle cellule T CD8+ in un modello murino di tumore alla 
mammella (11). Nel tumore al seno triplo-negativo, l’attivazione di Notch mediata da 
Jagged-1 porta alla secrezione di diverse citochine che reclutano i macrofagi che a loro 
volta inibiscono la proliferazione delle cellule T (12). E’ stato anche osservato che 
Jagged-1 espresso da cellule tumorali è coinvolto nella stimolazione di IL1 e CCL2 da 
parte dei TAM promuovendo così progressione del tumore al seno (13). Ancora, 
l’inibizione del segnale di Notch può promuovere la citotossicità delle cellule T CD8+ e 
la secrezione di citochine pro-infiammatorie come IFN, TNF, IL-1 nel tumore al colon 
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(14). E’ stato anche dimostrato che inibendo Notch mediante un inibitore della 
-secretasi (GSI) si riduce la massa tumorale e la popolazione dei TAM in un modello 
murino di tumore al collo e testa (15). 

Poco si sa sul Notch signaling pathway e il suo ruolo nel determinare il fato dei TAM nel 
contesto del colangiocarcinoma, e del tumore al pancreas ed epatico. L’obiettivo di 
questo studio è di investigare se il crosstalk mediato da Notch tra i macrofagi e le 
cellule tumorali o altre componenti del TME promuove un fenotipo pro-tumorale nei 
TAM. Sulla base di questa ipotesi, l’inibizione di Notch o di un downstream pathway da 
esso regolato può rappresentare una strategia terapeutica contro il tumore basata 
sull’inibizione dei TAM pro-tumorigenici o sulla loro riprogrammazione fenotipica verso 
uno stato anti- tumorigenico e pro-infiammatorio. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: Caratterizzare l’espressione e attivazione dei recettori e dei 
ligandi di Notch nei TAM pro-tumorigenici di colangiocarcinoma, tumore al pancreas ed 
epatico. 

Obiettivo specifico 2: Indurre l’inibizione del signaling pathway di Notch con lo scopo di 
ottenere una riduzione del fenotipo pro-tumorigenico dei TAM oppure una sua 
reversione verso uno stato anti- tumorigenico. Identificare poi nei macrofagi una 
specifica proteina Notch-dipendente che sia responsabile del fenotipo 
pro-tumorigenico. 

Obiettivo specifico 3: Una volta identificata, validare in vivo l’effetto dell’inibizione della 
proteina X Notch-dipendente nel riprogrammare il fenotipo pro-tumorigenico dei TAM 
verso uno stato anti- tumorigenico e pro-infiammatorio. 

 

Obiettivo 1 

Caratterizzare l’espressione e attivazione dei recettori e dei ligandi di Notch nei TAM 
pro-tumorigenici di colangiocarcinoma, tumore al pancreas ed epatico. 

Per la realizzazione di questo obiettivo si propone: 

i)​ La caratterizzazione attraverso citometria a flusso dell’espressione del signaling 
pathway di Notch nelle cellule tumorali e in TAM di campioni freschi umani tumorali e 
peri-tumorali di pancreas, fegato e colangiocarcinama. 
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Per l’analisi attraverso citometria a flusso, i tessuti umani tumorali e peri-tumorali 
verranno dissociati per ottenere una sospensione a singole cellule la quale verrà 
analizzata attraverso lo strumento Navios, Beckman Coulter. Un esempio di panelli di 
citometria a flusso usati per discriminare le diverse popolazioni è: 

Cellule mieloidi: (DAPInegEpCAMnegCD45+CD11b+) Cellule epiteliali: 
(DAPInegEpCAM+CD45neg) 

ii)​ Validazione in vitro dell’espressione e attivazione dei recettori e dei ligandi di Notch 
nelle linee cellulari di tumore al pancreas, epatico e di colangiocarcinoma e in 
macrofagi differenziati in vitro e stimolati verso un fenotipo di tipo M1 o di tipo M2 
oppure indotti con il terreno condizionato delle linee cellulari tumorali di interesse 
(tumour conditioned media = TCM). 

Per ricreare in vitro il fenotipo dei macrofagi M1 e M2 verrà utilizzato un cocktail di 
citochine ben conosciuto in letteratura. 

Occorrerà verificare sperimentalmente che i macrofagi polarizzati in vitro in M1 o M2 
abbiano assunto il fenotipo corrispondente. Di particolare importanza sarà testare se i 
macrofagi stimolati in vitro con il TCM abbiano assunto un fenotipo pro-tumorigenico 
che mimi quello dei TAM in vivo. Verrà utilizzata l’immunofluorescenza (IF) o la PCR 
quantitativa (qPCR) per verificare l’espressione di alcune citochine o recettori di 
membrana specifici, in particolare: 

Per i macrofagi pro-tumorigenici: Il-10, Arg1, Il18, Tgf, CD206, CD163. Per i macrofagi 
anti-tumorigenici: Ifng, Cxcl9/10, Il-12, MMP9, iNOS, CD38. 

L’espressione dei ligandi e dei recettori del Notch signaling verrà analizzata attraverso 
WB e qPCR. 

Per questi esperimenti proponiamo idealmente di utilizzare macrofagi derivanti da 
PBMC umani ottenuti da sangue di donatori sani (> 100 ml). Come alternativa, saranno 
utilizzati i macrofagi differenziati dalla linea cellulare di monociti THP-1. 

Per validare i risultati ottenuti su modelli murini, che verranno poi utilizzati 
successivamente per le sperimentazioni in vivo, verranno utilizzati i macrofagi derivati 
dal midollo osseo (BMDM) isolati da topi WT. In questo caso verranno anche utilizzate 
cellule tumorali murine. 
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Per soddisfare questo obiettivo si richiede il supporto della Biobanca/approvazione del 
comitato etico per l’acquisizione di tessuti umani derivanti da cancro al pancreas, 
epatico e colangiocarcinoma. Si richiede inoltre il supporto delle Dott.sse Bianco e 
Tafaro dello stabulario IRCCS DeBellis per l’acquisizione dei tessuti da topi WT. 

 

Obiettivo 2 

Indurre l’inibizione del signaling pathway di Notch con lo scopo di ottenere una 
riduzione del fenotipo pro-tumorigenico dei TAM oppure una sua reversione verso uno 
stato anti-tumorigenico. Identificare poi nei macrofagi una specifica proteina 
Notch-dipendente che sia responsabile del fenotipo pro- tumorigenico. 

Per questo obiettivo sperimentalmente si procederà alla: 

i)​ Validazione del cambiamento fenotipico e funzionale dei macrofagi indotto dall’ 
inibizione 

in vitro del segnale di Notch. 

Crenigacestat (LY3039478) è un inibitore della  secretasi che agisce bloccando il taglio 
proteolitico del dominio intracellulare di Notch-1 (N1ICD) e quindi la trascrizione dei 
geni da esso regolati. Ricercatori in questo Istituto hanno dimostrato che l’inibizione di 
Notch-1 utilizzando Crenigacestat riduce la massa tumorale di colangiocarcinoma 
avendo un impatto sull’angiogenesi e sulla fibrosi. Crenigacestat verrà 
preferenzialmente utilizzato in questo studio per inibire il signaling mediato da Notch-1. 
Come alternativa, se saranno identificati altri paraloghi di Notch nel determinare il 
fenotipo pro-tumorigenico dei macrofagi, verranno utilizzati inibitori o anticorpi bloccanti 
specifici disponibili commercialmente. 

Il fenotipo dei macrofagi sarà caratterizzato testando l’espressione di citochine e 
recettori di membrana pro- e anti- tumorali attraverso le tecniche di qPCR e/o IF. 
Basandosi sul tipo di fenotipo indotto dall’inibizione di Notch, verrà anche testata la 
funzione dei macrofagi utilizzando saggi cellulari appropriati come quello di 
migrazione/invasione, proliferazione delle cellule tumorali, uccisione di cellule tumorali 
e saggi di immunosoppressione. 

Particolare attenzione verrà data alla validazione degli effetti dell’inibizione di Notch 
sulle proprietà immunosoppressive dei TAM pro-tumorigenici nei confronti delle cellule 
T CD8+. Questo permetterà di valutare la possibilità di effettuare un trattamento 
combinatorio dell’inibizione di Notch con il blocco degli immuno-checkpoint. 
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ii)​ Analisi trascrizionale dei macrofagi in vitro trattati e non trattati con l’inibitore di 
Notch attraverso il Next Generation Sequencing (NGS). 

Questo tipo di analisi permetterà di identificare nei macrofagi una specifica proteina 
Notch dipendente che sia responsabile della promozione del fenotipo pro-tumorigenico. 

 

Per questi esperimenti, in particolare per effettuare saggi di immunosoppressione, 
cellule primarie di macrofagi e cellule T derivanti dallo stesso donatore sono richieste. 
Pertanto occorrerà isolare PBMC da sangue di donatori sani. In alternativa verranno 
utilizzate cellule primarie murine isolate da topi WT. 

 

Obiettivo 3 

Una volta identificata, validare in vivo l’effetto dell’inibizione della proteina X 
Notch-dipendente nel riprogrammare il fenotipo pro-tumorigenico dei TAM verso uno 
stato anti-tumorigenico e pro- infiammatorio. 

In particolare, si propone di: 

i)​ Studiare l’espressione e il ruolo della proteina X che caratterizza i TAM pro-tumorali 
in vivo. Validare poi, in modelli murini adatti, l’effetto della sua inibizione sulla crescita 
del tumore e sul TME circostante. 

Come modello murino che meglio mima il TME tumorale verrà scelto un modello 
ortotopico disponibile presso l’azienda Biogem. Si procederà alla generazione di un 
modello murino ortotopico solo per il tipo di tumore che verrà considerato di interesse. 
Come esempio, per il: 

-​ Cancro al pancreas: verrà effettuata un’ iniezione ortotopica di cellule Panc02 o 
KPC in topi WT C57BL/6. Le cellule iniettate dovranno esprimere la luciferasi in 
maniera da poter monitorare la crescita tumorale attraverso in vivo imaging. Per questo 
occorrerà trasfettare le cellule tumorali con plasmidi contenenti il costrutto Luc-z/s 
green (addgene). 

-​ Cancro al fegato: verrà effettuata un’ iniezione nel lobo sinistro del fegato di cellule 
Hepa1-6 in topi WT C57BL/6. Le cellule iniettate dovranno esprimere la luciferasi in 
maniera da poter monitorare la crescita tumorale attraverso in vivo imaging. 
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ii)​ Validare l’espressione della proteina X Notch-dipendente in campioni umani freschi 
e FFPE di campioni umani tumorali e peri-tumorali. 

Per la richiesta di materiale FFPE umano e l’immunoistochimica verrà richiesto il 
supporto del dipartimento di Anatomia Patologica e del Dott. Armentano. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Per la caratterizzazione dell’espressione dei recettori e dei ligandi del Notch signaling, 
ma anche delle proteine da esso regolate in TAM di campioni tumorali e peri-tumorali di 
tumore al pancreas, epatico e colangiocarcinoma, si propone di utilizzare la citometria 
a flusso per i campioni freschi o immunofluorescenza/immunoistochimica per campioni 
FFPE. Si conta di analizzare un numero minimo, 

uguale o maggiore a 5 campioni per gruppo. Come analisi statistica per determinare la 
significatività delle differenze osservate potrà essere utilizzato l’unpaired t-test e/o il 
Bonferroni multiple comparison. 

Per gli esperimenti in vitro i macrofagi verranno ottenuti da linee cellulari monocitiche 
THP-1 o da cellule primarie isolate da campioni di sangue umani o di midollo osseo di 
topi WT. I macrofagi differenziati verranno poi polarizzati con un cocktatail di citochine o 
utilizzando il TCM di linee cellulari dei tumori di interesse al fine di ricreare i diversi 
fenotipi che i macrofagi possono assumere nel contesto del microambiente tumorale. 
Gli esperimenti in vitro che sono proposti in questo studio comprendono analisi di 
immunoflorescenza, qPCR, WB e diversi saggi cellulari come migrazione/invasione, 
proliferazione delle cellule tumorali, uccisione di cellule tumorali e saggi di 
immunosoppressione. In questi esperimenti come analisi statistica per determinare la 
significatività delle differenze osservate si propone di utilizzare un minimo di triplicati 
tecnici per esperimento e di calcolare la media ± deviazione standard (SD) di 3 
esperimenti indipendenti. 

Gli esperimenti in vivo con modelli tumorali murini verranno gestiti dall’azienda Biogem 
e si considera l’utilizzo di un numero minimo, uguale o maggiore di 5 topi per gruppo, 
per esperimento. Come analisi statistica per determinare la significatività delle 
differenze osservate potrà essere utilizzato l’unpaired t- test e/o il Bonferroni multiple 
comparison. 
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RISULTATI ATTESI 

•​ Con l’ obiettivo 1 si propone di validare l’espressione e attivazione del pathway di 
Notch nei TAM pro-tumorigenici in vitro e su campioni ottenuti da pazienti tumorali. 
L’analisi proposta permetterà anche l’identificazione di specifici tipi tumorali in cui il 
Notch signaling pathway abbia un ruolo nella regolazione del fenotipo pro-tumorigenico 
dei TAM. 

•​ Con le sperimentazioni proposte nell’obiettivo 2 si vuole validare che l’inibizione del 
pathway di Notch in vitro blocchi o riprogrammi il fenotipo pro-tumorigenico dei 
macrofagi. Inoltre l’analisi trascrizionale sui macrofagi trattati e non con l’inibitore di 
Notch permetterà di identificare specifiche proteine responsabili delle proprietà 
pro-tumorigeniche dei macrofagi. 

•​ Lo scopo degli esperimenti proposti nell’obiettivo 3 è di validare e studiare l’effetto 
inibitorio di una specifica proteina X Notch-dipendente espressa specificatamente nei 
TAM e responsabile del loro fenotipo pro-tumorigenico usando modelli murini in vivo e 
confermandone l’espressione in campioni tumorali umani. 

L’inibizione della specifica proteina X Notch-dipendente potrebbe essere identificata 
come potenziale strategia per ridurre o riprogrammare il fenotipo dei TAM e quindi 
essere utilizzata come trattamento anti-tumorale. 

 

 

INNOVAZIONI 
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Il ruolo del signaling pathway di Notch è stato molto studiato nei tumori, tuttavia meno 
conosciuta è la sua funzione nel contesto del microambiente tumorale. In particolare, 
diverse evidenze scientifiche hanno dimostrato come il ruolo di questo signaling 
pathway nel regolare la funzione dei TAM dipenda strettamente dalle caratteristiche 
proprie delle diverse tipologie tumorali e dal microambiente che li compone. Questo 
studio propone di investigare il ruolo di Notch nei tumori gastrici come quello al fegato, 
pancreas e colangiocarcinoma con lo scopo di individuare specifici fattori 
Notch-dipendenti nei TAM che possano essere inibiti bloccando quindi la loro funzione 
pro-tumorale o riprogrammandola verso un tipo pro-infiammatorio. In questo modo si 
potrà favorire la generazione in un microambiente immunocompetente che porti 
all’uccisione delle cellule tumorali e quindi a una riduzione della massa tumorale 
stessa. 
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Area interesse: 6 Prevenzione 

Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica sperimentale 

 

INTRODUZIONE  

L’uso delle plastiche, soprattutto in ambito industriale automobilistico, elettronico, 
meccanico, tessile, biomedicale, nonché del packaging, dei materiali per l'edilizia e 
delle energie rinnovabili, è in continuo aumento ed è legato alle loro proprietà 
specifiche, quali la stabilità chimica, il peso leggero, la resistenza all’usura e alla 
corrosione [1]. La loro decomposizione determina la produzione di particelle che, 
qualora abbiano una dimensione inferiore ai 5 mm sono definite microplastiche (MPs), 
mentre quelle inferiori a 0.1​ m, nanoplastiche (NPs). 

Polistirene (PS) e polimetacrilato (PMA) sono i materiali più studiati, disponibili in 
commercio con un diametro di 20-50 nm, marcati o meno con un tracciante 
fluorescente, e con superfici che possono essere uniformi o rese funzionali attraverso 
legami con gruppi amminici o carbossilici [2]. Il polistirene (PS) è un polimero sintetico 
di un idrocarburo aromatico e si forma dalla polimerizzazione di un monomero di 
stirene (vinilbenzene), sintetizzato a partire dal benzene e dall’etilene, e seguito dalla 
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deidrogenazione dell’etilbenzene. Il PS è, quindi, un materiale solido ampiamente 
utilizzato nella fabbricazione di giocattoli, prodotti da ufficio e prodotti per il packaging 
[3]. La formazione delle PS-MPs avviene nell’ambiente attraverso processi di 
degradazione foto-ossidativa e meccanica. 

Il ritrovamento di MPs e NPs in cibi e bevande ha generato numerosi studi sugli effetti 
di tali particelle sulla barriera cellulare e sul loro successivo assorbimento da parte 
dell’organismo [4, 5]. Dopo essere state ingerite, attraversano il tratto gastrointestinale 
(GI) e cambiano le loro caratteristiche fisico- chimiche in risposta ai cambiamenti nelle 
proteine e nel pH che avvengono durante le diverse fasi digestive [6]. La digestione 
diventa quindi uno step fondamentale per determinare la tossicità di queste particelle. 
Le MPs con dimensioni maggiori di 150 m non sono assorbite, mentre quelle di 
dimensioni inferiori si legano allo strato di muco intestinale e interagiscono direttamente 
con la superficie apicale delle cellule epiteliali intestinali [7]. 

La barriera intestinale consiste di diversi strati. Lo strato esterno include le 
immunoglobuline A (IgA) secretorie, il muco, le proteine di difesa come quelle 
antimicrobiche e il microbiota intestinale. Lo strato intermedio consiste delle cellule 
epiteliali intestinali (IECs), mentre quello interno comprende le cellule del sistema 
immunitario adattativo e innato [8]. Le tight junctions (TJs), localizzate tra cellule 
epiteliali adiacenti, sono essenziali per il funzionamento della barriera intestinale. Esse 
consistono di numerose proteine citosoliche e transmembrana, tra cui le molecole 
giunzionali di adesione (JAM), cingulina, occludina, zonula occludens (ZOs), claudine e 
tricelluline, che interagiscono tra loro e con il citoscheletro andando a costituire una 
complessa architettura [9]. 

Mentre molti studi hanno esaminato gli effetti delle MPs ed NPs su cellule target 
isolate, un modello più fisiologico include una co-coltura di cellule secernenti muco (es. 
HT29-MTX-E12) e cellule epiteliali (es. Caco-2) [10]. 

Numerosi studi su come tali molecole agiscano a livello del tratto intestinale hanno 
dimostrato che esse possono causare stress ossidativo e infiammazione delle cellule 
epiteliali, alterazioni della permeabilità intestinale, dell’espressione della mucina e della 
composizione del microbiota, con conseguente cambiamento nel recruitment delle 
cellule immunitarie e nella secrezione delle citochine [11, 12]. Poiché stress ossidativo, 
infiammazione e danno mitocondriale sono eventi strettamente interconnessi, alcuni 
studi in vivo hanno riportato alterazioni della funzionalità mitocondriale a seguito 
dell’esposizione alle MPs [13]. 

Al microbiota intestinale appartengono specie batteriche sia benefiche che patogene, e 
quando queste ultime predominano sulle altre si ha disbiosi intestinale. La disbiosi 
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intestinale è stata associata con il danno GI indotto dall’esposizione orale alle MPs e 
NPs e può portare ad una risposta immunitaria pronunciata e ad un aumento del danno 
ossidativo [14]. 

I probiotici sono microrganismi batterici vitali che hanno un effetto benefico sullo stato 
di salute dell’ospite promuovendo il bilancio microbico dell’intestino e modulando il 
sistema immunitario [15, 16]. Nonostante i numerosi reports sugli effetti protettivi dei 
probiotici sul danno causato dai contaminanti chimici, sono disponibili informazioni 
limitate su come tali microrganismi siano in grado di proteggere contro la tossicità delle 
MPs sia nell’uomo che negli animali [17]. 

Di conseguenza, è probabile che l’uso dei probiotici potrebbe modificare in senso 
positivo la popolazione microbica dell’intestino, aumentare la secrezione di muco, e 
prevenire l’alterazione delle TJs attraverso la riduzione dei livelli di lipopolisaccaride 
(LPS) indotta dall’esposizione alle MPs e NPs [18]. 

In conclusione, l’ampia diffusione delle plastiche ha portato alla contaminazione di tutti i 
possibili ambienti naturali, nei quali tali plastiche vanno incontro a degradazione con la 
produzione di MPs e NPs che possono essere ingerite da diversi organismi. Poiché 
esse esercitano un effetto tossico, la ricerca di nuove procedure che riducano la loro 
tossicità diventa necessario. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: valutazione in vitro della traslocazione, della tossicità, 
dell’alterazione della barriera cellulare e del danno mitocondriale indotto dalle MPs e 
NPs su una co-coltura di cellule Caco-2 e HT-29. 

Obiettivo specifico 2: valutazione in vivo su ratti wild type degli effetti della 
somministrazione orale delle MPs e NPs sul danno di barriera intestinale, sulla 
composizione del microbiota, sul profilo infiammatorio, e sul danno mitocondriale. 

Obiettivo specifico 3: valutazione dell’attività protettiva di un mix complesso di probiotici 
sul danno causato dall’esposizione alle MPs e NPs. 

Obiettivo 1 

La prima fase del progetto prevede una sperimentazione in vitro su una co-coltura di 
cellule secernenti muco (HT29) e cellule epiteliali (Caco-2) al fine di riprodurre un 
modello fisiologico di epitelio intestinale. Le colture saranno trattate con le MPs e NPs 
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e sarà valutata la loro traslocazione attraverso la membrana cellulare utilizzando dei 
traccianti fluorescenti. Saranno poi valutate le diverse alterazioni cui l’epitelio 
intestinale è soggetto, con particolare riferimento alla permeabilità intestinale, al profilo 
infiammatorio, al danno mitocondriale e alla composizione del microbiota. 

Obiettivo 2  

La seconda fase del progetto sarà condotta in vivo su un modello animale di ratti wild 
type a cui verranno somministrate oralmente le MPs e le NPs con successiva 
valutazione a livello tissutale del danno intestinale indotto da tale trattamento. 

Obiettivo 3 

Le potenzialità terapeutiche e/o preventive di un mix complesso di probiotici nei 
confronti del danno epiteliale indotto dall’azione delle MPs e NPs saranno saggiate sia 
nel sistema in vitro che in vivo. 

 

DATI PRELIMINARI 

Ad oggi gli studi sugli effetti protettivi dei probiotici nei confronti delle MPs e NPs 
riguardano la loro capacità di modificarne la tossicità, anche grazie alle proprietà di 
binding di proteine specifiche e strutture polisaccaridiche presenti sulla loro parete 
cellulare. Inoltre, è nota la capacità anti-infiammatoria di molecole prodotte dai 
probiotici, quali gli short chain fatty acids, che, pertanto, possono giocare un ruolo nel 
mantenimento della omeostasi e funzionalità cellulare. In aggiunta, metaboliti prodotti 
dai probiotici posso avere effetti sull’asse gut-brain, e quindi influenzare l’omeostasi del 
sistema nervoso. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Determinazione della permeabilità paracellulare: Come indicatore del trasporto 
paracellulare viene usata la fluoresceina isotiocianato destrano (FD4, massa 
molecolare di 4000 kDa). L’intensità di fluorescenza dell’FD4 viene misurata ad una 
lunghezza d’onda di eccitazione e di emissione rispettivamente pari a 485 nm e 535 
nm. 

Profilo infiammatorio: Il contenuto in IL-1β, IL-6, IL-8, IL-15, TNF-α, IFN- è misurato nel 
medium di coltura cellulare e nel siero attraverso metodiche ELISA disponibili in 
commercio. 
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Analisi dell’espressione genica: L’estrazione di RNA è effettuata tramite l’RNeasy Kit 
(Qiagen, Germany). La concentrazione e il grado di purezza dell’RNA estratto sono 
determinati tramite spettrofotometro (Nanodrop 2000, ThermoScientific, Germany). 
Due g di RNA totale vengono usati per la sintesi del cDNA. La trascrizione inversa (RT) 
è effettuata usando l’iScript Advanced cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, Milano, Italia). La 
real-time PCR viene effettuata in 25 l di volume finale contenente 2 l di cDNA, la 
master mix con SYBR Green (iQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad, Milano, Italia) e i 
primers senso e antisenso di ogni gene. La Real-time PCR viene effettuata in un 
CFX96 Real- Time PCR Detection System (Bio-Rad, Milano, Italia). 

L’analisi di Western Blot è condotta, previa estrazione delle proteine, eseguendo una 
gel-elettroforesi su pre-cast gel di poliacrilammide (Bio-Rad, Milano, Italia) e 
trasferimento su membrana PVDF (Bio-Rad, Milano, Italia) mediante Transblot Turbo 
(Bio-Rad, Milano, Italia). L’espressione di tutte le proteine da testare viene valutata con 
anticorpi specifici. Dopo un’incubazione overnight, le membrane sono poi incubate con 
lo specifico anticorpo secondario coniugato con la perossidasi. Le proteine sono 
rilevate mediante chemiluminescenza (ECL, ThermoScientific, Rockford, IL, USA) e 
l’analisi densitometrica di ogni proteina viene effettuata usando il Molecular Imager 
Chemidoc (Bio-Rad, Milano, Italia). 

Dosaggio peptidi di barriera: Il dosaggio su siero di I-FABP e DAO è effettuato 
utilizzando metodiche ELISA disponibili in commercio. 

Rilascio di zonulina: Il contenuto in zonulina del medium di coltura cellulare, nel siero e 
nelle feci è misurato attraverso metodiche ELISA disponibili in commercio. 

Analisi del Microbiota Intestinale: La valutazione su campione di feci della popolazione 
microbica intestinale è effettuata mediante appropriate indagini genetiche e molecolari 
(Illumina/Solexa Genetic Analyzer HiSeq). 

Analisi statistica 

Data la probabile distribuzione non normale dei dati, saranno usati tests 
non-parametrici. La significatività delle differenze tra i gruppi sarà determinata 
applicando l’analisi della varianza di Kruskal Wallis. Le differenze saranno considerate 
significative con la P<0.05. Sarà impiegato uno specifico software statistico (SigmaStat 
for Windows version 3.00 SPSS Inc. San Jose, CA, USA). 
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RISULTATI ATTESI 

•​ Acquisizione di ulteriori conoscenze circa gli aspetti molecolari alla base del danno 
indotto dalle MPs e NPs. 

•​ Valutazione dell’efficacia di un mix complesso di ceppi probiotici come agente 
terapeutico e/o preventivo. 

•​ Pubblicazioni scientifiche su riviste con I.F. 
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LINEA DI RICERCA 2 

 

PATOLOGIE FUNZIONALI, INFIAMMATORIE E DEGENERATIVE DELL'APPARATO 
GASTROENTERICO 

 

Responsabile Scientifico: Gianluigi Giannelli  

 

Descrizione 

Le patologie funzionali, infiammatorie e degenerative gastrointestinali pur essendo 
entità nosologiche ben distinte e profondamente diverse, soprattutto nell'approccio 
terapeutico, recentemente, proprio grazie ad un notevole miglioramento dell'efficacia 
terapeutica, possono subire delle metamorfosi. Ad esempio, pazienti con una 
patologia degenerativa quale la cirrosi epatica da HCV possono regredire ad uno stato 
di patologia infiammatoria, o quelli con malattie infiammatorie croniche intestinali in 
caso di remissione possono di fatto assumere il fenotipo di pazienti con colonpatia 
funzionale. 

 

Obiettivi 

Ottimizzare la terapia delle malattie funzionali, infiammatorie e degenerative sulla base 
delle caratteristiche fenotipiche di ogni singolo individuo, e, dove possibile, 
intervenendo sulla genesi ed il mantenimento del processo infiammatorio, chiave di 
volta per l'evoluzione degenerativa dell'organo coinvolto. 
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TITOLO DEL PROGETTO 

10. STUDIO DEI MECCANISMI MOLECOLARI MEDIATI DAI MIRNAS PER LA 
CARATTERIZZAZIONE DELLE PATOLOGIE DEL TRATTO GASTROENTERICO 

2786678 
 

IRG: Digestive, Kidney and Urological Systems 

SS: Gastrointestinal Mucosal Pathobiology - GMPB 

Responsabile: SERINO GRAZIA 

Anno inizio: 2024 

Durata: 36 

Parole chiave: miRNAs, IBD, tumori del tratto gastroenterico 

Area interesse: 1 Diagnostica 

Tipologia progetto: Preclinica 

 

INTRODUZIONE  

L'era della medicina personalizzata prevede principalmente l'uso sistematico di 
informazioni genetiche o di altro tipo su un singolo paziente per selezionarne o 
ottimizzarne le cure preventive e terapeutiche. La profilazione molecolare nei campioni 
di pazienti consente un maggiore grado di medicina personalizzata. Le informazioni sul 
profilo proteico, genetico e metabolico dell'individuo potrebbero essere utilizzate per 
adattare l'assistenza medica alle esigenze di quell'individuo. In questo contesto, piccoli 
frammenti di RNA non codificante chiamati microRNA (miRNAs), hanno catturato 
l'attenzione nel campo della biologia molecolare, sottolineando il loro coinvolgimento 
nel processo di traduzione, la loro influenza sui livelli di espressione di mRNA e 
proteine e la loro capacità di riprogrammare le vie di segnalazione molecolare. L’azione 
dei miRNAs, non dissimilmente da quella di altre tipologie di RNA non codificante, si 
esprime nell’interazione fisica specifica con trascritti genici (mRNA) e nell’impedimento 
o nella riduzione quantitativa della produzione di proteine. L’effetto biologico del miRNA 
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dipende pertanto dalla natura del suo bersaglio, chiamato target. Non è al momento 
disponibile una mappa completa dei target di ciascuno degli oltre 2000 miRNAs umani 
noti ma numerosi studi hanno già dimostrato per molti di essi un coinvolgimento diretto 
nei meccanismi patogenetici di numerose patologie (1). 

La scoperta, relativamente recente, che variazioni dell’espressione dei miRNAs siano 
associati all’insorgenza di diverse tipologie di malattie del tratto gastroenterico, tra cui 
le malattie infiammatorie croniche gastrointestinali e le neoplasie, ha portato in breve 
tempo alla definizione di profili di espressione di miRNAs specificamente associati alle 
diverse patologie. Esiste, dunque, un profilo unico di espressione dei miRNAs per ogni 
malattia e che l’espressione alterata di uno o più miRNA è caratteristico di ogni 
patologia. Per questi motivi, i miRNAs potrebbero essere utilizzati sia come potenziali 
target terapeutici sia come nuovi biomarcatori predittivi e/o diagnostici di malattia. Uno 
dei principali vantaggi di una terapia basata sull’utilizzo dei miRNAs consiste nel fatto 
che sono in grado di regolare simultaneamente più pathway cellulari e ciò li rende 
adatti al trattamento di patologie complesse che in genere sono associate 
all’alterazione di diverse vie del segnale. 

I miRNAs non agiscono solo come regolatori locali all’interno delle cellule; possono 
essere veicolati anche in siti lontani dalla loro biogenesi e sono direttamente o 
indirettamente coinvolti in tutti i tipi di regolazione dei processi biologici negli organismi 
viventi (2-3). Inoltre, i miRNAs risultano essere stabili nei fluidi corporei come siero, 
plasma, urina, saliva e altri tessuti (4-7). 

Nelle diverse patologie del tratto gastroenterico, la variazione nell’espressione dei 
miRNAs avviene nelle diverse fasi di malattia. Pertanto è molto importante studiare i 
profili di espressione dei miRNA e i loro geni bersaglio come biomarcatori per la 
diagnosi, la prognosi, la progressione e la risposta al trattamento. Ad esempio, nella 
pratica clinica, il 10% dei pazienti con IBD del colon non può essere classificato con 
una diagnosi di morbo di Chron (CD) o colite ulcerosa (CU) sulla base dei consueti test 
clinici standard tra cui colonscopia, imaging, test di laboratorio e istologia (8). Questa 
distinzione ha spesso implicazioni prognostiche e terapeutiche significative, soprattutto 
in coloro che non rispondono alla terapia medica e considerano la chirurgia. I marcatori 
sierologici quando usati in combinazione, inclusi gli anticorpi citoplasmatici antineutrofili 
perinucleari (pANCA) e gli anticorpi antimicrobici (anticorpo anti Saccharomyces 
cerevisiae (ASCA), anti-OmpC, anti-I2 e anti-CBir1) hanno una sensibilità 
relativamente bassa nel distinguere CD e CU del colon (9). Quindi, lo studio dei profili 
di espressione di miRNAs in queste due patologie potrebbero facilitarne la loro 
discriminazione ed individuare peculiari profili associati alle diverse caratteristiche 
cliniche (10). 
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Diverse evidenze sperimentali dimostrano il ruolo cruciale dei miRNAs nella 
trasformazione neoplastica 

(11). La prima evidenza del coinvolgimento dei miRNA nelle neoplasie è data dalla 
downregolazione o delezione di miR-15 e miR-16 nella maggior parte dei pazienti 
affetti da Leucemia Linfocitica Cronica (CLL) (12). Questa scoperta ha dato il via a 
numerosi studi che hanno rivelato l’espressione differenziale dei miRNAs non solo tra 
tessuto normale e tumorale, ma anche tra tumore primario e metastatico. Queste 
differenze sono tumore-specifiche ed in alcuni casi associabili alla prognosi. 

In generale, vengono considerati oncosoppressori i miRNAs la cui riduzione di 
espressione rispetto ad una situazione fisiologica causa la sovraespressione del 
bersaglio molecolare, che in questo caso è un oncogene direttamente implicato nella 
trasformazione tumorale. Al contrario, i miRNAs oncogeni sono il prodotto di mutazioni 
a carico di proto-oncogeni in grado di inibire specificamente l’espressione di 
oncosoppressori, impedendo la loro funzione di controllo delle normali attività cellulari e 
causando l’acquisizione da parte della cellula di una o più caratteristiche neoplastiche. 

Le evidenze sperimentali ottenute nell’ultimo decennio dimostrano quindi che 
l’espressione aberrante degli RNA non codificanti nei differenti tipi di tumore è correlata 
con le specifiche caratteristiche bio- patologiche del tumore stesso, con la prognosi 
della malattia e con la risposta ai trattamenti farmacologici. Dunque, oltre al loro 
potenziale diagnostico, questi piccoli RNA possono potenzialmente essere utilizzati 
come farmaci mediante terapie a base di miRNAs (13). Ciò che rende questo tipo di 
terapia più efficiente, e di conseguenza particolarmente attraente, è l’ampio spettro di 
target che possono essere regolati da un singolo miRNA. Pertanto, un singolo miRNA 
può regolare interi pathway cellulari nonostante un effetto relativamente moderato su 
ciascuno dei geni bersaglio. Viceversa, un gene o una via di segnalazione possono 
essere specificamente regolati da diversi miRNAs, che potenzialmente coinvolge 
diversi meccanismi patogenetici molecolari (14). 

Sebbene un futuro uso terapeutico dei miRNAs sia senza dubbio promettente, ci sono 
ancora grandi difficoltà pratiche da superare, tra cui l’identificazione di vie di 
somministrazione corrette, il controllo della stabilità corporea, il targeting di tessuti e tipi 
cellulari specifici e il raggiungimento degli effetti intracellulari previsti. Pertanto, solo 
pochi farmaci basati su miRNAs sono entrati, al momento, in una fase di test clinici. 
Attraverso studi approfonditi un team di ricercatori italiani ha recentemente identificato 
il ruolo chiave di uno specifico inibitore (Lna-i-miR-221, che agisce sul miR-221) (15). 
Nella prima fase di sperimentazione clinica è stato testato su un campione di 17 
pazienti oncologici con tumori solidi in stadio avanzato. Il tutto con successo dal punto 
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di vista della sicurezza e della verifica di un effetto biologico. Superata la fase 1, il 
trattamento è pronto per le successive sperimentazioni, ossia le fasi 2 e 3, per 
effettuare analisi più approfondite sull'efficacia e stabilirne gli effetti su un campione più 
ampio di pazienti oncologici (16). 

Questo progetto si propone, quindi, di investigare il ruolo dei miRNAs nelle patologie 
del tratto gastroenterico per comprenderne i meccanismi biologici e valutare la 
possibilità che possano fungere da target specifici di terapia farmacologica innovativa. 
La conoscenza di tali meccanismi molecolari permetterà di personalizzare la terapia 
farmacologica sulla base delle condizioni cliniche del paziente e del suo background 
clinico-genetico-biologico. Una volta identificati i miRNAs la cui espressione risulti 
essere correlata con la malattia, l’obiettivo è investigarne la funzione in relazione ai 
geni che sono bersaglio della loro azione. Per questa seconda parte è previsto l’utilizzo 
di metodi bioinformatici associati a studi funzionali, sia in vitro che in vivo, per validare 
biologicamente il ruolo dei miRNAs investigati e per porre le basi per una futura terapia 
mirata ad approccio molecolare. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Il presente progetto di ricerca si propone di individuare marcatori molecolari nella 
patogenesi delle patologie del tratto gastroenterico sia infiammatorie che tumorali. Tale 
progetto permetterà di studiare specifiche firme molecolari in pazienti sottoposti a 
intervento chirurgico e non sottoposti a terapia farmacologica neoadiuvante. 

Obiettivo specifico 1: Identificazione di profili di miRNAs coinvolti nella patogenesi delle 
patologie del tratto gastroenterico 

Obiettivo specifico 2: Individuazione mediante programmi bioinformatici di target 
predittivi dei miRNAs identificati allo scopo di determinare i geni e le pathways regolate 

Obiettivo specifico 3: Caratterizzazione funzionale dei miRNAs individuati in linee 
cellulari e in modelli murini 

Obiettivo 1 

WP1. Selezione della casistica e profilo di espressione dei miRNAs 

Saranno utilizzati campioni bioptici fissati in formalina e inclusi in paraffina ottenuti da 
pazienti affetti da malattie del tratto gastroenterico sia infiammatorie che tumorali 
archiviati presso l’UO di Anatomia Patologica dell’IRCCS “Saverio de Bellis”. L’analisi 
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dei miRNAs sarà condotta sull’RNA ottenuto da biopsie mediante sequenziamento con 
piattaforma di Next Generation Sequencing. 

Per ciascuna patologia analizzata, saranno inizialmente individuati i miRNAs che 
differenziano la componente patologica dalla componente normale al fine di individuare 
un pattern di espressione differenziale caratteristico di ciascuna patologia. 
Successivamente, saranno individuati i miRNAs coinvolti nella patogenesi del processo 
infiammatorio e quelli che caratterizzano l’insorgenza e la progressione delle neoplasie 
del tratto gastroenterico. 

I dati ottenuti saranno validati mediante Real-Time PCR. 

Obiettivo 2 

WP2. Analisi computazionale dei miRNAs e dei relativi geni target 

Si procederà con l’identificazione dei target computazionali dei miRNAs mediante 
diversi programmi bioinformatici. L'identificazione dei target dei miRNAs si basa sull' 
utilizzo di algoritmi bioinformatici che identificano le sequenze complementari ai 
miRNAs nelle regioni 3' UTR degli mRNA. 

Saranno inoltre studiate le pathway molecolari regolate dai miRNAs individuati 
mediante l’utilizzo di software come mirPath e Ingenuity Pathway analysis (IPA). 

Obiettivo 3 

WP3. Studi funzionali in vitro 

Una volta identificati i miRNAs e quindi i geni coinvolti nella malattia, si andrà a validare 
biologicamente l’interazione predetta tra uno specifico miRNA e il suo corrispondente 
gene. Per fare ciò, si provvederà ad aumentare o diminuire i livelli di miRNAs usando 
linee cellulari appropriate mediante la transfezione transiente con miRNAs sintetici 
(mimic e inibitori a seconda di come il miRNA è modulato). 

I miRNAs mimic sono miRNAs sintetici disegnati per inserirsi nella pathway della 
biogenesi dei miRNAs a livello di miRNAs maturi. In questo modo, i mimic aumentano i 
livelli di miRNAs già presenti nella cellula determinando una riduzione dell’espressione 
del gene e quindi della proteina target. 

Gli inibitori vanno a silenziare i miRNAs endogeni cellulari, essi sono degli 
oligonucleotidi sintetici complementari alla sequenza del miRNA maturo che una volta 
entrati nella cellula determinano un’efficace alterazione funzionale del miRNA 
complementare. 
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Dopo la transfezione, si valuteranno gli effetti a livello di espressione genica del gene 
target predetto e i livelli della corrispondente proteina. Inoltre, si andrà anche a valutare 
il meccanismo biologico in cui i miRNAs sono coinvolti (es. permeabilità intestinale, 
proliferazione, apoptosi, migrazione, invasione, ecc.). 

WP4. Studi funzionali in vivo 

Per confermare il diretto coinvolgimento del/i miRNA nella patogenesi delle malattie 
analizzate, gli inibitori dei miRNAs o le molecole mimic validate negli esperimenti in 
vitro (WP3) verranno inoculati in un gruppo di modelli murini messi a punto per 
ciascuna patologia allo scopo di vedere se il trattamento migliora l’infiammazione o la 
progressione tumorale. 

 

DATI PRELIMINARI 

Recentemente il nostro team di ricerca ha individuato e caratterizzato due miRNAs, 
chiamati miR-369- 3p e miR-195-5p, deregolati nelle malattie infiammatorie croniche 
intestinali e nel cancro al colon retto (CRC). Nello specifico, in diversi lavori, abbiamo 
dimostrato che nelle cellule dell’immunità innata, come cellule dendritiche e macrofagi, 
il miR-369-3p è capace di modulare l’infiammazione cronica andando a influenzare 
geni come C/EBP-β e NOS2, che a loro volta intervengono nella produzione di 
citochine infiammatorie e nell’attivazione del pathway di NF-kB. Inoltre, abbiamo 
funzionalmente dimostrato che il miR-369-3p regola l’espressione e l’attività 
dell’immunoproteasoma e dell’inflammosoma (17-20). 

Nelle cellule epiteliali del colon, invece, abbiamo caratterizzato il ruolo del miR-195-5p 
nella regolazione di proteine delle giunzioni cellulari. In dettaglio, nell’infiammazione 
intestinale, abbiamo dimostrato che il miR-195-5p modulando l’espressione della 
CLDN2 e di altre proteine delle tight junction regola la permeabilità intestinale sia in 
vitro che in vivo (21-22). 

Nel cancro colorettale, abbiamo dimostrato che il miR-195-5p controlla l’espressione di 
proteine dei desmosomi mediante la regolazione della γ-catenina (manoscritto in 
revisione). Infatti, abbiamo determinato che il miR-195-5p è significativamente 
downregolato nei tessuti tumorali di pazienti affetti da CRC rispetto alla controparte 
normale. Al contrario, l'espressione dell'mRNA di JUP (gene che codifica per la 
γ-catenina) risulta aumentato nei tessuti tumorali. L’analisi effettuata mediante 
immunoistochimica ha messo in evidenza che l’espressione tissutale della proteina 
corrispondente è più elevata nell'intero strato epiteliale del tessuto tumorale rispetto ai 
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campioni normali adiacenti, suggerendo che JUP potrebbe essere un buon target 
farmacologico per il trattamento del CRC. Inoltre, mediante esperimenti di transfezione 
su linee cellulari di CRC abbiamo confermato biologicamente che l'mRNA di JUP e 
l'espressione proteica sono strettamente regolati da questo miRNA. Questa 
modulazione da parte del miR-195-5p, a sua volta, comporta una sovraespressione 
indiretta delle caderine desmosomiali (DSG2 e DSC2) a livello proteico. 

Abbiamo confermato l’effetto del miR-195-5p sulla progressione del cancro colorettale 
poiché in vitro regola la proliferazione, la vitalità, la migrazione e l’invasione cellulare. 
Infine, abbiamo verificato l'effetto in vivo del miR-195-5p in un modello murino di CRC 
indotto da AOM/DSS. Abbiamo osservato che la somministrazione in vivo di 
miR-195-5p mimic ha aumentato l'espressione del miR-195-5p nel colon mediale e 
distale dei topi trattati. I livelli più alti di miR-195-5p, a sua volta, determinano una 
significativa riduzione nell'espressione di JUP. Inoltre, i topi trattati con miR-195-5p 
hanno mostrato la presenza di una quantità inferiore di lesioni per tutta la lunghezza 
del colon rispetto al gruppo di controllo. 

La somministrazione di miR-195-5p è in grado di ridurre significativamente il numero di 
neoformazioni di dimensioni inferiori a 2 mm e quelle superiori a 2 mm. Questi dati 
hanno fortemente confermato i nostri risultati in vitro e convalidano ulteriormente il 
ruolo del miR-195-5p nel contrastare la progressione del CRC. 

I nostri risultati pongono le basi per uno studio più ampio che mira a sviluppare delle 
firme molecolari di miRNAs specificatamente associate a ciascuna patologia del tratto 
gastroenterico. Infatti, negli studi precedenti siamo partiti dall’analisi dell’espressione 
dei miRNAs nelle singole tipologie cellulari. Con questo progetto andremo a studiare 
l’espressione globale dei miRNAs nell’intero tessuto patologico rispetto alla controparte 
normale fornendo una più ampia caratterizzazione molecolare della malattia in esame. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

I miRNAs saranno estratti da tessuti archiviati fissati in formalina e inclusi in paraffina 
(FFPE) utilizzando il kit miRNeasy FFPE (Qiagen). La concentrazione del campione 
ottenuto sarà determinata mediante lo spettrofotometro NanoDrop (Agilent). La qualità 
sarà valutata mediante lo strumento TapeStation (Agilent). 

Allo scopo di studiare quali miRNAs e quali geni differenziano il tessuto patologico dal 
tessuto sano, si effettuerà un profilo di espressione globale dei miRNAs e dei geni 
mediante la tecnica di next genration sequencing. I risultati di espressione ottenuti da 
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ciascun campione, saranno inizialmente normalizzati utilizzando il livello mediano di 
espressione. Questi dati verranno sottoposti alle successive analisi statistiche che 
comprenderanno diversi approcci come: FDR(BH), Q Value, Family Wise Error Rate 
(FWER), P-Value, e test di Bonferroni allo scopo di determinare quali sono i miRNAs e i 
geni che correlano maggiormente con il fenotipo della malattia e il loro grado di 
correlazione. 

L'identificazione dei target dei miRNAs si basa largamente sull' utilizzo di algoritmi 
bioinformatici che identificano le sequenze complementari ai miRNAs nelle regioni 3' 
UTR degli mRNA. Sono disponibili diverse procedure computazionali per predire 
geni-bersaglio dei miRNAs, tra cui TargetScan (http://www.targetscan.org), Argonaute 
(http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/argonaute/), PicTar 
(http://pictar.bio.nyu.edu),​ DianamicroT​5.0​ ​ (http://diana.imis.athena- 
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index)​ ​ e​ ​
RNA22 (https://cm.jefferson.edu/rna22/Precomputed/). Dato che si tratta di risultati 
predittivi, per ridurre i falsi positivi, i risultati ottenuti da ciascun database verranno 
sovrapposti e saranno considerati solo quei target predetti da almeno 2 programmi. 

Gli esperimenti di transfezione saranno effettuati utilizzando inibitori dei miRNA o 
mimic. Queste molecole vanno a inibire o ad aumentare i livelli del miRNA endogeno. 
Si utilizzerà un metodo di transfezione transiente a base di liposomi cationici. I liposomi 
cationici sono delle vescicole lipidiche artificiali, dotati di carica elettrica positiva, in 
grado di incorporare il miRNA a carica negativa e di trasportarlo all’interno delle cellule 
mediante fusione con le membrane cellulari o mediante endocitosi mediata dal 
recettore. Il miRNA, racchiuso nel liposoma, viene successivamente rilasciato nel 
citoplasma dove va ad aumentare (mimic) oppure a ridurre (inibitori) i livelli di miRNA 
preesistente. 

Ciascun esperimento di transfezione includerà inoltre: 1. un controllo negativo (mock), 
transfettato nelle stesse condizioni senza miRNA per valutare effetti tossici del 
reagente di transfezione, 2. un controllo non transfettato per valutare il livello basale del 
gene, 3. un controllo di transfezione. 

Dopo la transfezione, si valuteranno gli effetti a livello di espressione genica del gene 
target predetto mediante Real-Time e i livelli della corrispondente proteina mediante 
esperimenti di Western blot. 

Per la validazione in vivo dei risultati ottenuti, saranno utilizzati modelli murini messi a 
punto per ciascuna patologia mediante induzione chimica e/o xenotrapianto. Gli inibitori 
dei miRNA o le molecole mimic saranno veicolate da liposomi a base lipidica e saranno 
iniettate per via intraperitoneale e/o intratumore. 
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RISULTATI ATTESI 

Il principale obiettivo di questo progetto è di identificare delle firme molecolari di 
miRNAs specificatamente associate a ciascuna patologia del tratto gastroenterico sia 
infiammatoria che tumorale. Inoltre, saranno individuati i miRNAs coinvolti nella 
patogenesi del processo infiammatorio e quelli che sono alla base della trasformazione 
neoplastica nei tumori del tratto gastroenterico. 

Le stesse firme molecolari potrebbero anche fornire nuovi bersagli terapeutici e 
consentire il disegno di protocolli terapeutici innovativi per i pazienti a prognosi più 
sfavorevole. Questi nuovi approcci principalmente focalizzati su molecole target 
specifiche potrebbero portare a una riduzione di questi effetti collaterali. Sfruttando la 
natura evolutivamente conservata dei miRNAs, i nostri studi su modelli preclinici 
potrebbero essere potenzialmente traslati per il trattamento dei pazienti. 
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INTRODUZIONE  

L’HCC insorge nel 70-95% dei casi in pazienti con un’epatopatia cronica, raramente su 
un fegato “sano” (1-4). Globalmente circa l’80% degli HCC sono associati all’infezione 
del virus dell’epatite B (HBV) oppure del virus dell’epatite C (HCV) e la loro 
distribuzione geografica correla strettamente con la loro epidemiologia (3). Circa 1/3 
dei pazienti affetti da cirrosi epatica svilupperà l’HCC nel lungo termine, con un rischio 
annuale variabile tra l’1%-8% (3). 

Il carcinoma epatocellulare (HCC) è il principale tipo di cancro primitivo del fegato (1). 
L’HCC rappresenta la sesta più frequente causa di cancro e la terza più frequente 
causa di morte per tumore originante dalla trasformazione neoplastica degli epatociti e 
la sua incidenza nella popolazione generale è in continuo aumento (2). 

L’epatite cronica virale C (CHC) e l’epatite cronica virale B (CHB) assieme alla cirrosi 
epatica rappresentano rispettivamente nella realtà occidentale ed orientale i più 
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importanti fattori di rischio e pertanto si raccomanda una prolungata sorveglianza e 
prevenzione in questi pazienti (1-3). Ulteriori fattori di rischio sono rappresentati da 
aflatossine (in particolare Asia orientale e Africa sub-Sahariana) assunte con 
l’alimentazione, emocromatosi, deficit di alfa-1-antitripsina, obesità (specie se 
complicata da presenza di diabete) e steatoepatite non alcolica (NASH). 

Anche il fumo di tabacco è stato riconosciuto tra i fattori di rischio. Nei paesi 
occidentali, circa il 90% dei casi si sviluppa su fegati cirrotici, con picchi di incidenza tra 
i 40 e 60 anni, nei quali rappresenta la principale causa di mortalità (1). Pertanto la 
diagnosi precoce dell’HCC è di fondamentale importanza per prolungare la 
sopravvivenza globale. Oggi solo il 30% circa dei pazienti in Europa viene 
diagnosticato in fase precoce, in cui sono possibili trattamenti curativi (1). 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

lo studio si propone di valutare l’utilità clinica della combinazione di tre biomarcatori 
α-FP, α-FP-L3 e DCP (misurati contemporaneamente mediante sistema diagnostico in 
vitro automatizzato µTASWakoTM i30) in soggetti ad alto rischio di sviluppare tale 
neoplasia. 

In particolare, ci proponiamo i seguenti obiettivi specifici: 

Obiettivo specifico 1: 

valutazione dell’utilità clinica dell’uso combinato di α-FP, α-FP-L3 e DCP nel predire 
l’insorgenza dell’EPATOCARCINOMA (HCC) 

Obiettivo specifico 2: 

valutazione delle performance dei punteggi GALAD e GALADUS nella diagnosi 
precoce di HCC. 

Obiettivo specifico 3: 

correlazione tra i livelli dei tre biomarcatori (singolarmente ed in combinazione tra loro) 
e lo stadio dell’HCC. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Nello studio verranno arruolati, previo consenso informato: 
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1.​ Pazienti alla prima diagnosi di HCC 

2.​ Pazienti in follow-up con cirrosi virale, NASH e/o alcolica che effettuano programmi 
di prevenzione per HCC presso il reparto di Gastroentelologia I del nostro Istituto. 

All’arruolamento e ad ogni accesso al Reparto verrà effettuato un prelievo di sangue. 

Il gruppo di controllo sarà composto da pazienti che saranno candidati alla 
sorveglianza dell'HCC, cioè quelli con cirrosi epatica o epatite cronica di qualsiasi 
eziologia senza HCC visitati presso il nostro Istituto 1) che saranno testati per α-FP, 
α-FP-L3% e DCP come parte del loro follow-up regolare, o 2) avevano fornito il 
consenso a conservare un campione di siero in Biobanca che autorizzava la 
misurazione di α-FP, α-FP-L3% e DCP. Ai pazienti controllo sarà richiesto di essere 
sottoposti ad un follow-up di almeno 6 mesi dopo la valutazione del punteggio GALAD 
per confermare l'assenza di HCC o avere una TC multifasica con mezzo di contrasto, 
una risonanza magnetica o una biopsia epatica negative al momento della valutazione 
del punteggio GALAD. 

Il gruppo di casi sarà composto da pazienti con HCC di nuova diagnosi nel contesto di 
cirrosi o di qualsiasi altra eziologia durante lo stesso periodo di studio, 1) i quali 
saranno testati per α-FP, α-FP-L3% e DCP come parte integrante della loro regolare 
assistenza clinica, o 2) avevano fornito il consenso a conservare un campione di siero 
in Biobanca che autorizzava la misurazione di α-FP, α-FP-L3% e DCP al momento 
della diagnosi del tumore. Eventuali pazienti sottoposti a terapia con warfarin saranno 
esclusi poiché il warfarin può incrementare i livelli di DCP in assenza di HCC, 
rischiando di dare falsi positivi. 

Saranno utilizzati il test Chi-quadrato o il test esatto di Fisher per confrontare le variabili 
categoriali e il test T Student o Wilcoxon Rank sum per le variabili continue. Il 
punteggio GALAD (30) sarà calcolato mediante un calcolatore presente sul web e 
disponibile all'indirizzo: http://www.mayoclinic.org/medical-professionals/model- 
end-stage-liver-disease/galad. L'area sotto la curva AUC sarà calcolata per valutare le 
prestazioni del punteggio GALAD per la diagnosi di HCC. Saranno eseguite analisi di 
sottogruppi per studiare le prestazioni del punteggio GALAD in sottogruppi di pazienti 
con diverso genere, età, α-FP, eziologie, BMI, stato di cirrosi, disfunzione epatica e 
stadio del tumore. 

L'indice di Youden sarà utilizzato per trovare i cut-off GALAD ottimali da cui saranno 
calcolati la sensibilità, la specificità e i corrispondenti intervalli di confidenza (CI) al 95% 
e confrontati con quelli dell’ecografia (39). Il punteggio GALADUS (34) sarà sviluppato 
combinando il punteggio GALAD e l'ecografia per la rilevazione dell'HCC mediante 
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analisi di regressione logistica multivariata contenente tutte le variabili nel punteggio 
GALAD e delll'ecografia epatica. 

Poiché GALAD e GALADUS sono costruiti sulla base di test eseguiti sugli stessi 
individui, l'analisi statistica sulle differenze tra le curve dovrebbe tenere conto della 
natura correlata dei dati. Pertanto, il confronto degli AUC sarà eseguito utilizzando il 
test di Delong, che è un test statistico non parametrico che confronta le aree sotto due 
o più curve ROC (40). 

L'analisi statistica sarà effettuata utilizzando SAS 9.4 (SAS Institute, Cary NC) e R 
versione 3.0.2 (R Foundation, Vienna, Austria). 

 

RISULTATI ATTESI 

Come auspicabile, se i risultati dimostreranno l’effettivo miglioramento del potere 
diagnostico e prognostico dell’HCC da parte dei 3 biomarcatori, potremmo offrire uno 
strumento rapido e valido per migliorare la performance diagnostica dell’HCC in 
accordo con la “mission” del nostro Istituto. 
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INTRODUZIONE  

La NAFLD è l’acronimo di Non-alcoholic Fatty Liver Disease ed è un termine usato per 
definire una condizione morbosa causata da un eccessivo accumulo di grasso nel 
fegato, non derivante dal consumo di alcool. Recentemente nella pratica clinica, è stato 
introdotto il termine MAFLD per indicare una patologia caratterizzata da una steatosi 
del parenchima epatico (>5% del tessuto interessato) associata ad alterazioni 
metaboliche, principalmente diabete di Tipo2 ed obesità (1). Da un punto di vista 
istologico la MAFLD (metabolic dysfunction-associated fatty liver disease) si presenta 
con un moderato grado di infiammazione oppure con una necro-infiammazione 
associata a rigonfiamento degli epatociti (2). In genere, la prevalenza della MAFLD 
aumenta con l’età ed è più alta negli uomini o nelle donne in menopausa (2) e viene 
diagnosticata nel 60% della popolazione con diabete di tipo 2 e nel 80% degli obesi. 
Pertanto la MAFLD a differenza del termine NAFLD, enfatizza il rischio metabolico e 

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 189 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

pone l’attenzione sulle alterazioni del metabolismo glucidico (vedi insulino-resistenza) e 
lipidico (lipotossicità, stress ossidativo, etc.) che si osservano nei soggetti con MAFLD. 

Dato l’attuale aumento dell’incidenza delle dislipidemie e di obesità nella popolazione 
generale, c’è un forte interesse ad individuare fattori dietetici in grado di prevenire 
l’insorgenza delle patologie metaboliche o quanto meno capaci di ridurre il rischio 
metabolico. Diverse evidenze sperimentali hanno dimostrato che il miglioramento del 
profilo glucidico e lipidico nei soggetti a rischio può ridurre la mortalità legata alle 
malattie cardiovascolari, neurodegenerative e al cancro (3-6). 

La dieta si pone, pertanto, come uno strumento di prevenzione efficace nel contrastare 
le malattie legate al metabolismo, come la MAFLD. In particolare la frutta con il suo alto 
contenuto di polifenoli ha dimostrato di esercitare un’elevata azione anti-infiammatoria, 
antitrombotica ed antiproliferativa (7-9). Recentemente, è stato dimostrato in vitro su 
linee cellulari di carcinoma colorettale umano che estratti polifenolici dell’uva da tavola 
sono in grado di inibire la proliferazione e la crescita cellulare così come influenzare la 
morfologia della cellula, inibendo la sua capacità di migrazione. Questi dati supportano 
l’idea che l’uva, in qualità di nutraceutico, possa avere effetti salutistici e prevenire i 
meccanismi di ossidazione, infiammazione cellulare e di metastatizzazione. Inoltre, un 
trial clinico su volontari sani (10), ha dimostrato che l’assunzione giornaliera di uva 
(5g/Kg di peso corporeo) è in grado di down- regolare l’espressione di piccole molecole 
di RNA non codificanti a singolo filamento, dette miRNAs, metabolicamente associate 
al “metabolismo del cancro del tratto gastroenterico”. Pertanto, la loro inibizione 
porterebbe a prevenire la trasformazione della cellula in senso neoplastico. 

Altri alimenti tipici della Dieta Mediterranea con proprietà nutraceutiche sono gli agrumi 
ed in particolare le arance, il cui consumo viene incoraggiato per gli effetti benefici sulla 
sindrome metabolica (11). I polifenoli estratti dalle arance della varietà Tacle hanno 
dimostrato in vitro un’azione inibitoria della sintesi del colesterolo (12). Inoltre, il 
consumo di succo d’arancia si è dimostrato capace di migliorare il profilo lipidico sierico 
di soggetti obesi (13), così come l’esperedina, un flavonoide principalmente presente 
nelle arance è in grado di ridurre l’attività proliferativa di cellule di cancro della 
mammella MCF-7 (14) 

Studi clinici hanno inoltre dimostrato che l’esperedina possiede attività 
anti-infiammatorie, anti- ipertensive ed anti-diabetiche (15,16). 

Alla luce di questi dati, il presente progetto intende studiare sia gli effetti in vitro del 
composto bioattivo delle arance, quale l’esperedina, sia gli effetti del consumo di 
arance sul profilo lipidico e glucidico di soggetti con MAFLD. Attraverso l’analisi 
lipidomica si andrà a valutare la composizione degli acidi grassi contenuti nella 
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membrana delle cellule trattate con esperedina e il profilo lipidomico nel siero dei 
soggetti arruolati nello studio. 

Lo studio dei meccanismi molecolari che sottendono gli effetti dei nutraceutici è 
indispensabile nell’ottica di sviluppare strategie di prevenzione e di intervento sui 
soggetti con un alto rischio metabolico, come i pazienti con MAFLD. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: studiare in vitro su cellule epatiche HepG2 gli effetti 
anti-infiammatori ed anti- proliferativi dell’esperedina, composto bioattivo presente nelle 
arance. Lo studio “in vitro”sulle cellule in coltura consentirà anche di valutare, mediante 
analisi lipidomica, la possibile variazione del profilo degli acidi grassi della membrana 
cellulare dopo trattamento con esperedina. 

Obiettivo specifico 2: studio della composizione chimica e polifenolica delle arance 
Navelina, varietà che verrà utilizzata nel trial clinico. La miscela di polifenoli estratti da 
questa varietà di arance verrà testata in vitro su cellule in coltura al fine di valutare gli 
effetti sulla proliferazione e crescita delle cellule 

Obiettivo specifico 3: valutare gli effetti delle arance “Navelina” sulla variazione del 
profilo lipidomico e sul metabolismo glucidico e lipidico sierico di soggetti con MAFLD. 

Obiettivo 1 

Le cellule HepG2 saranno trattate con concentrazioni crescenti del composto 
polifenolico Esperedina (range 100-500 µM) e si valuteranno la crescita e proliferazione 
cellulare, nonché l’apoptosi cellulare. Le cellule trattate saranno sottoposte anche ad 
analisi lipidomica per valutare la composizione degli acidi grassi di membrana. Sulle 
cellule in coltura si farà anche lo studio dell’espressione di geni e proteine coinvolti nei 
processi infiammatori e nella proliferazione e crescita cellulare. 

Obiettivo 2 

Le arance della varietà “Navelina” e il succo derivante dalla loro spremitura verranno 
caratterizzate da un punto di vista chimico e bromatologico. Inoltre, dal succo di arance 
“Navelina”, verrà estratta una miscela di polifenoli da utilizzare negli esperimenti in vitro 
al fine di caratterizzare le molecole responsabili degli eventuali effetti salutistici delle 
arance sulla MAFLD. 
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Obiettivo 3 

Verranno reclutati 60 pazienti con MAFLD e assegnati in modo casuale ai due gruppi 
dello studio (gruppo controllo e gruppo di trattamento). Da ciascun partecipante, a 
digiuno per almeno 12 ore, verrà prelevato un campione di sangue per le analisi 
routinarie, per l’analisi lipidomiche e biochimiche (studio degli enzimi deglicanti e dei 
markers di infiammazione). 

 

DATI PRELIMINARI 

I nutraceutici sono nutrienti o composti bioattivi, spesso di origine vegetale, che 
vengono assunti regolarmente con la dieta oppure ingeriti attraverso alimenti 
funzionali/integratori che li contengono. Studi in vitro hanno infatti dimostrato che 
l’idrossitirosolo e l’oleuropeina (17), le due molecole polifenoliche più rappresentative 
nella composizione dell’olio extravergine d’oliva hanno capacità antiproliferative su 
cellule di carcinoma colorettale in coltura. Entrambe le molecole sono in grado di 
ridurre la proliferazione delle cellule tumorali in maniera significativa, bloccando le 
cellule nella fase S del loro ciclo cellulare. Gli effetti antiproliferativi dei polifenoli 
dell’olio d’oliva sono stati anche dimostrati su un modello animale di carcinogenesi 
colo-rettale (18). Il trattamento dietetico con olio d’oliva e olio di salmone ricco di acidi 
grassi-omega 3 proteggeva dallo sviluppo dei polipi intestinali in topi APCMin+. 

Nel nostro laboratorio sono stati allestiti esperimenti al fine di valutare gli effetti in vitro 
di una miscela di polifenoli estratti da 2 varietà di uva da tavola. Lo studio ha dimostrato 
la capacità di questi polifenoli dell’uva di inibire la proliferazione e la crescita di cellule 
di adenocarcinoma colorettale, così come influenzare la morfologia delle stesse cellule, 
inibendo la loro capacità di migrazione (8). Per traslare i dati ottenuti in vitro, è stato 
condotto uno studio clinico su soggetti volontari sani che hanno mangiato uva per 21 
giorni (10). Il trial clinico ha dimostrato che l’assunzione giornaliera di uva (5g/Kg di 
peso corporeo) ha effetti antitrombotici ed è in grado di modificare il profilo lipidomico 
dei soggetti arruolati. L’uva nella dieta, inoltre, ha determinato la down-regolazione 
dell’espressione sierica dei miRNAs, metabolicamente correlati al “metabolismo del 
cancro del tratto gastroenterico”. 

Questi studi di nutrigenomica hanno permesso di identificare alcuni dei meccanismi 
molecolari che sono alla base degli effetti salutistici dei nutraceutici. In linea con quanto 
precedentemente dimostrato, lo studio dei componenti bioattivi delle arance e dei loro 
effetti sulla MAFLD potrebbe aiutare a comprendere in maniera meccanicistica le 
cause e/o i fattori di rischio delle malattie metaboliche. 
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METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Colture cellulari 

Le cellule HepG2 saranno coltivate utilizzando un terreno di coltura specifico ed 
incubate a 37°C e in presenza del 5% di CO2. 

Vitalità cellulare 

La citotossicità delle sostanze saggiate negli esperimenti verrà valutata attraverso il 
test colorimetrico 3-(4,5 di-metiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromide (MTT). La 
soluzione di MTT (5mg/ml) viene aggiunta in ogni piastra ad un volume pari a un 
decimo del volume della coltura originaria, e incubata per 2 ore a 37°C in presenza del 
5% di CO2. Alla fine del periodo di incubazione, il medium viene rimosso e i restanti 
cristalli di blu formazano vengono solubilizzati con isopropanolo acido (0.1N HCl). La 
conversione dell’MTT in formazano da parte delle cellule metabolicamente attive viene 
misurata spettrofotometricamente ad una densità ottica di 570 nm. 

Trattamento delle cellule 

Le cellule in coltura verranno trattate con concentrazioni crescenti di esperidina e di 
una miscela di polifenoli estratti dalle arance Naveline. Dopo 24 ore e 48 ore di 
trattamento, le cellule verranno pellettate per le analisi di espressione genica e 
proteica, nonché per valutare il profilo lipidomico di membrana. 

Caratterizzazione chimica 

La caratterizzazione chimica verrà effettuata sia sulle arance che sul succo dopo 
spremitura. L’analisi verrà effettuata in sistema “service” presso un Laboratorio di 
Analisi Chimiche Industriali. 

Preparazione degli estratti di polifenoli dalle arance 

Il succo delle arance Naveline sarà sottoposto ad estrazione con solventi organici per 
preparare gli estratti polifenolici. In particolare, 1 ml si succo viene centrifugato e il 
pellet verrà estratto con dimetilsolfossido, sonicato e nuovamente centrifugato. La 
miscela di polifenoli sarà filtrata ed utilizzata per gli esperimenti in vitro. 

Espressione genica e proteica 

L’espressione genica e proteica verranno effettuati sia sulle cellule in coltura che su 
sangue intero dei soggetti arruolati nello studio. Saranno valutati i livelli di mRNA e 
proteine delle principali proteine coinvolte nei processi di proliferazione ed apoptosi, 

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 193 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

usando rispettivamente la PCR quantitativa (qPCR) con SYBR green e l’analisi di 
Western Blotting. 

L’RNA totale cellulare viene estratto usando il Tri-Reagent (Mol. Res. Center Inc., 
Cincinnati, Ohio, USA). L’RNA totale estratto sarà retrotrascritto. La trascrizione inversa 
(RT) viene effettuata in 20 l di volume finale a 42°C per 30’, usando l’iScript Advanced 
cDNASynthesis kit (Bio-Rad, Milano, Italia). La real-time PCR viene effettuata in 25 l di 
volume finale contenente 2 l di cDNA, la master mix con SYBR Green (iQ SYBR Green 
SupermixBio-Rad, Milano, Italia) e i primers senso e antisenso di ogni gene. Il gene 
della -actina verrà utilizzato come controllo interno e come gene di riferimento in 
quanto housekeeping. 

Per quanto riguarda l’analisi di Western Blotting, le cellule saranno raccolte e lisate in 
ghiaccio in RIPA buffer (Pierce Ripa buffer, ThermoScientific, Rockford, IL, USA). Dopo 
l’omogenizzazione e la centrifugazione a 14000 rpm per 15’ a 4°C, la concentrazione 
delle proteine viene misurata tramite dosaggio Bradford (Bio-Rad, Milano, Italia). 
Aliquote di 50 g di proteine totali sono separate in un 4- 12% pre-cast gel di 
poliacrilammide (Invitrogen, Life Technologies, OR, USA) e trasferite su una membrana 
PVDF (Bio-Rad, Milano, Italia) mediante il Transblot Turbo (Bio-Rad, Milano, Italia). 

L’espressione di tutte le proteine da testare sarà valutata con anticorpi specifici e la loro 
rilevazione sarà effettuata mediante chemiluminescenza (ECL, ThermoScientific, 
Rockford, IL, USA) e mediante il Molecular Imager Chemidoc (Bio-Rad, Milano, Italia). 

Trial clinico 

Lo studio sarà uno studio randomizzato e controllato: 60 soggetti consecutivi saranno 
arruolati dall'Ambulatorio di Nutrizione del nostro Istituto e assegnati in modo casuale ai 
due gruppi dello studio (gruppo controllo e gruppo di trattamento). I criteri di inclusione 
includono età > 30 anni e <65 anni e con MAFLD che sarà diagnosticata sulla base di 
parametri clinici, esami ecografici e Fibroscan. I criteri di esclusione includono: malattie 
oncologiche; gravi condizioni mediche che possono compromettere la partecipazione al 
trial; persone che seguono una dieta speciale o incapaci a seguire una dieta per motivi 
religiosi o di altro genere. 

Lo studio inizierà dopo l'approvazione da parte del Comitato Etico del nostro Istituto e 
tutti i soggetti daranno il loro consenso informato a partecipare. Da ciascun 
partecipante, a digiuno da almeno 12 ore, verrà prelevato un campione di sangue 
mediante puntura venosa e raccolto in provette contenenti anticoagulante (K-EDTA). 
Campioni di sangue intero o siero saranno inviati al laboratorio centrale per analisi di 
routine, altre aliquote saranno utilizzate per analisi lipidomiche e biochimiche. I prelievi 
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ematici e la raccolta delle caratteristiche antropometriche di tutti i soggetti saranno 
effettuati al momento dell’arruolamento (T0) e dopo 4 settimane (T1), per entrambi i 
gruppi dello studio. 

Analisi lipidomica 

L’analisi lipidomica sarà effettuata sulle membrane delle cellule in coltura e nel siero dei 
soggetti reclutati. Gli acidi grassi, estratti mediante il Fatty Acid Extraction Kit della 
Sigma Aldrich, saranno derivatizzati e analizzati con un gas cromatografo, utilizzando 
una colonna capillare polare di 60 m e un detector tipo FID. I profili lipidici ottenuti 
saranno individuati confrontandoli con cromatogrammi di acidi grassi- metil esteri, usati 
come standards. 

Valutazione dello stato antiossidante, infiammatorio e degli enzimi deglicanti 

Lo studio del sistema redox, dell’infiammazione e dei livelli sierici degli enzimi 
deglicanti, quali la Fruttosamina 3-Kinase e la glioxalase, sarà effettuato mediante Kit 
ELISA 

Analisi statistica 

I dati saranno presentati come media (SD), salvo diversa indicazione. Le variabili 
categoriche saranno confrontate con il test di X2. I valori di P <0.05 a due code 
saranno considerati statisticamente significativi.. Il metodo Generalized Estimating 
Equation (GEE) verrà utilizzato per confrontare i dati alla fine del periodo di intervento 
rispetto al baseline e sarà effettuato considerando solo coloro che hanno completato lo 
studio. Per l’analisi statistica sarà utilizzato il software STATA 13. 

Calcolo della potenza dello studio 

Per pianificare la dimensione del campione, il calcolo di potenza si basa sulla capacità 
di rilevare una variazione dei lipidi circolanti di almeno 10 punti tra i due gruppi dello 
studio. Prevedendo l'80% di potenza e un α = 0.05 si calcola che dovranno essere 
reclutati almeno 16 pazienti per ciascun gruppo che abbiano completato lo studio. 

 

RISULTATI ATTESI  

•​ Acquisizione di ulteriori conoscenze circa gli aspetti clinici, fisiopatologici e 
molecolari che sono alla base dell’azione dei polifenoli e dei nutraceutici sul 
metabolismo glucidico e lipidico. 
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•​ Individuazione di profili lipidomici utili per elaborare possibili interventi dietetici 
mirati. 

•​ Pubblicazioni scientifiche su riviste con I.F. 

 

INNOVAZIONI  

I risultati attesi dallo studio potrebbero essere rilevanti per la salute umana e fornire la 
base scientifica per attuare misure pubbliche di prevenzione per la MAFLD. Inoltre, 
l’identificazione dei meccanismi molecolari che sostengono l’azione dei nutraceutici 
possono portare alla formulazione di protocolli dietetici personalizzati. 
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Parole chiave: canalopatie, canali ionici, disturbi funzionali gastrointestinali, 
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sindrome dell'intestino irritabile (IBS), dismicrobismo intestinale, sistema 5- HT e BDNF 

Area interesse: 1 Diagnostica 

Tipologia progetto: Preclinica 

 

INTRODUZIONE  

I disturbi funzionali gastrointestinali (FGID) inclusa la sindrome dell’intestino irritabile 
(IBS) sono condizioni croniche comuni che colpiscono decine di milioni di persone in 
tutto il mondo [1]. Si stima che il 4-10% della popolazione mondiale soffre di IBS, 
mentre il 40% soddisfa i criteri per altri FGID [2]. Gli FGID insieme ad altri disturbi della 
motilità gastrointestinale sono altamente costosi per il sistema sanitario poiché sono 
responsabili di morbilità a lungo termine (ospedalizzazione e visite ambulatoriali) e 
talvolta di mortalità nei pazienti affetti [2]. Oltre all’onere economico, gli FGID 
influiscono sulla qualità della vita dell’individuo correlata alla salute, alla produttività 
lavorativa e alle attività della vita quotidiana [3]. 
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Nonostante i significativi progressi nella comprensione della fisiopatologia degli FGID, 
le strategie diagnostiche e terapeutiche rimangono complicate e difficoltose. Ciò deriva 
dalla fisiopatologia multisistemica degli FGID, comprese le anomalie di elaborazione di 
segnalazione e interazione tra il sistema nervoso centrale e periferico (enterico) [2], la 
disfunzione motoria a carico della muscolatura liscia nella parete gastrointestinale [4], 
la disbiosi intestinale [5], e l’alterazione della funzione e della permeabilità della 
barriera epiteliale intestinale [6], [7]. Tale disturbo può essere innescato da fattori di 
rischio avviati a livello centrale (p. es., eventi avversi nei primi anni di vita, ansia e 
depressione, stress psicologico cronico o acuto) oppure da segnali periferici (p. es., 
infezione intestinale, disbiosi, alterazioni degli acidi biliari nel lume, acidi grassi a 
catena corta, disfunzione del sistema 5-HT e BDNF [8]. 

Nonostante un rapido aumento della conoscenza delle fondamentali interazioni 
neuronali cervello-intestino, molti aspetti restano da svelare a livello neuroanatomico e 
molecolare. La nostra comprensione dei meccanismi molecolari responsabili del 
complesso e variabile comportamento elettrico e di permeabilità del tratto 
gastrointestinale rimane incompleta. 

I canali ionici, incluso le acquaporine, sono proteine di membrana che regolano 
selettivamente i flussi ionici e di acqua attraverso le membrane delle cellule e degli 
organelli cellulari [9], [10]; il loro meccanismo di controllo dipende dai cambiamenti nel 
voltaggio della membrana, dal legame dei ligandi o dagli stimoli fisici e chimici [11]. La 
presenza di isoforme distinte di canali ionici e la loro espressione età-dipendente e 
tessuto-specifica consente la regolazione fine di molte funzioni cellulari, come 
l'eccitabilità cellulare, la contrazione, il rilascio di neurotrasmettitori e ormoni, 
l'espressione genica, l'omeostasi di ioni e acqua. Le interruzioni della capacità dei 
canali ionici di condurre ioni possono portare a malattie chiamate canalopatie ioniche 
[12]. Le canalopatie possono derivare da cambiamenti nella funzione biofisica o 
nell'espressione dei canali ionici dovuti a mutazioni, modifiche post-traduzionali e 
malfunzionamento delle proteine accessorie [13]. Da molto tempo, le canalopatie sono 
fortemente consolidate nei campi della cardiologia e della neurologia, ma il loro ruolo 
sta guadagnando molto interesse anche in gastroenterologia a causa delle loro 
molteplici azioni nel controllo delle funzioni gastrointestinali [14]. 

I canali ionici nei tessuti gastrointestinali sono stati poco studiati e il loro ruolo è rimasto 
poco indagato. Nel tratto gastrointestinale, i canali ionici voltaggio-sensibili sono le 
principali unità molecolari che generano e regolano l’attività elettrica e 
meccano-sensibile nelle cellule interstiziali di Cajal, nella muscolatura liscia e nelle 
cellule del sistema nervoso enterico coinvolte nella motilità e nel dolore 
gastrointestinale [15]. Inoltre, queste proteine-canale mediano l’assorbimento e la 
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secrezione degli elettroliti nelle cellule epiteliali del tratto gastrointestinale e 
interagiscono con le proteine citoscheletriche (Occludine, Claudine, Zonula-occludens) 
coinvolte nella permeabilità epiteliale. Recenti evidenze scientifiche supportano il 
coinvolgimento dei canali ionici nell’ IBS [13]. In studi di associazione sull'intero 
genoma, il locus SCN5A è risultato essere fortemente associato all'IBS [16]. Le 
mutazioni a carico del gene che codifica per il regolatore della conduttanza 
transmembrana della fibrosi cistica (CFTR) o delle proteine associate al CFTR 
provocano canalopatie con stitichezza o diarrea come fenotipi. Nei nervi sensoriali, le 
canalopatie dei canali del sodio voltaggio- dipendenti NaV1.7 e NaV1.9 (codificati 
rispettivamente da SCN9A e SCN11A) si manifestano con iper o ipo-sensibilizzazione 
gastrointestinale [17]. Al contrario, molti pazienti con aritmie cardiache causate da 
mutazioni in SCN5A, che codifica per la subunità α del canale del sodio 
voltaggio-dipendente NaV1.5, presentano anche sintomi da IBS [15], [18]. Inoltre, i 
pazienti epilettici portatori di mutazioni nel gene SCN2A (che codifica per la subunità α 
del canale del sodio voltaggio-dipendente NaV1.2), presentano gravi sintomi 
gastrointestinali [14]. Soggetti portatori di mutazioni nei geni TRPV1 e TRPA1 
manifestano ipersensibilità e dolore viscerale. Recentemente, pazienti con la sindrome 
di Cantù (CS) con mutazioni a carico dei geni KCNJ8 e ABCC9, hanno mostrato 
disfunzione della contrattilità in tutto l'intestino [19]. Studi su modelli animali hanno 
inoltre suggerito  che l'ipersensibilità viscerale può  essere indotta o modulata dal 
microbiota intestinale, dai suoi mediatori. Inoltre, anche interventi dietetici che possono 
agire indipendentemente o di concerto con altri meccanismi sopra menzionati. In un 
modello animale di IBS, è stata recentemente dimostrata un’alterazione della via di 
segnalazione serotoninergica enterica, una upregolazione di TrkB (recettore del BDNF) 
e di 5-HT nella mucosa intestinale e nel cervello, nonché un basso contenuto di SERT, 
5-HT3B e 5-HT4 rispetto ai controlli [20]. In tale modello, la dieta chetogenica ha 
mostrato un duplice effetto nel migliorare i sistemi alterati del 5- HT e BDNF. Altri studi 
recenti hanno dimostrato il ruolo del​ 5-HT nel mantenimento della sopravvivenza delle 
cellule del Cajal mediante la modulazione dei canali ionici [21]. Sulla base di quanto 
riportato, diventa fondamentale la comprensione del possibile ruolo dei canali ionici e 
delle acquaporine come biomarcatori e come bersagli dietetici o farmacologici negli 
FGID. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO  

Obiettivo specifico 1: Valutazione in vitro e in vivo, in un modello animale di IBS del 
ruolo dei canali ionici come possibili biomarcatori e bersagli farmacologici nell’ambito 
degli FGID. 
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Obiettivo specifico 2: Valutazione in vitro della modulazione dei canali ionici da parte 
dei prodotti della microflora batterica (LPS, PUFA, Istamina, SCFA, tossine), PH, 
acidità, citochine, e componenti specifici della dieta. 

Obiettivo specifico 3: Eventuale sviluppo di antagonisti/ agonisti o terapie biologiche 
specifiche che agiscono selettivamente su determinati sottotipi di canali ionici o AQP 
con valutazione del profilo di efficacia in vitro e in vivo delle possibili molecole 
candidate. 

Obiettivo 1: 

1-​ Valutazione dell’espressione differenziale dei geni codificanti per i canali ionici e 
canali AQP, e del profilo delle varianti genetiche e delle mutazioni nei tessuti del 
modello animale, allo scopo della determinazione di biomarcatori e bersagli 
farmacologici. 

2-​ Valutazione del profilo elettrofisiologico funzionale dei canali ionici nelle cellule da 
coltura primaria del modello animale di IBS. 

3-​ Valutazione in vitro dell’impatto della modulazione dell'attività dei canali ionici 

e/ o AQP identificati nel punto 1 sulle cellule intestinali. 

Obiettivo 2: 

1-​ Valutazione in vitro degli effetti modulanti sui canali ionici dei prodotti della 
microflora batterica (LPS, PUFA, Istamina, SCFA, tossine), dei parametri immunitari, 
PH, acidità, citochine, e i componenti specifici nella dieta. 

2-​ ​ Determinazione del profilo elettrofisiologico dei canali in risposta alla 
modulazione sopra citata. 

3-​ Correlazione della modulazione dei canali ionici con i prodotti sopra elencati con 

l’effetto sulle cellule intestinali. 

Obiettivo 3: 

1.​ Valutazione dell’effetto benefico in vitro e in vivo nel modello animale di IBS delle 
molecole o farmaci che agiscono sulle proteine eventualmente identificati nell’obiettivo 
1 e 2. 

2.​ Valutazione del profilo tossicologico tessuto specifico delle molecole testate ed 
eventuale sviluppo di antagonisti/ agonisti o terapie biologiche specifiche che agiscono 
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selettivamente su determinati sottotipi di canali ionici o AQP per trattare i sintomi del 
FGID. 

 

DATI PRELIMINARI 

Nel report scientifico pubblicato da Maqoud et al., [22],​ mediante​ una ricerca 
stratificata nei database quale PubMed, Virtual Library in Health (BVS) e NCBI, è stato 
possibile​ evidenziare​ il ruolo e il forte legame tra i canali ionici e le mutazioni che 
colpiscono tali canali (canalopatie) nei FGID/IBS e nell’ infiammazione di basso grado. 
Inoltre, dati ancora in fase di pubblicazione (Maqoud et al, 2023), che​ ​
riguardano l'impatto protettivo dell'estratto di Lens Culinaris (LE) sull'integrità della 
mucosa intestinale durante l'infiammazione indotta da LPS, valutata su cellule CaCo-2, 
hanno dimostrato che l’effetto citotossico dell’LPS è mediato da una sovraregolazione 
dei geni proinfiammatori TRPA1 e TRPV1 e da una forte modulazione agonizzante 
delle correnti ioniche mediate dal canale TRPV1. In questa condizione, LE e in maniera 
simile alla Capsazepina (antagonista del canale TRPV1), ha contrastato la 
sovraregolazione dei geni proinfiammatori TRPA1 e TRPV1 indotta da LPS e ha ridotto 
i marcatori proinfiammatori. Questi risultati dimostrano il possibile ruolo dei canali ionici 
nella regolazione della barriera intestinale. Inoltre, sottolineano il potenziale dei 
composti naturali come LE nel regolare la barriera intestinale e ridurre gli effetti dannosi 
dell’infiammazione sulle cellule intestinali mediante canali ionici. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Metodologie 

Per raggiungere gli obiettivi sopra elencati saranno adottate diverse procedure e 
modalità sperimentali: 

1-​ Test di immunoistochimica, RT-PCR, Western blot e immunofluorescenza per 
valutare l'espressione dell'mRNA e delle proteine canale di interesse e dei geni di 
interesse. 

2-​ Test di vitalità cellulare come CCK8, MTT, Crystal violet, clonogenico per valutare la 
proliferazione e la sopravvivenza delle cellule, e studiare il profilo delle citochine. 

3-​ Analisi transwell per valutare la permeabilità in vitro. 
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4-​ Tecnica del patch clamp per lo studio dell’attività e la caratterizzazione 
elettrofisiologica dei canali, e per la valutazione dell’effetto della modulazione con 
agonisti e antagonisti sulle correnti ioniche generate dai canali di interesse. 

Analisi statistiche 

In base alla normalità o non normalità dei dati verificate mediante il test di normalità di 
Shapiro-Wilk saranno adottati test parametrici (t di Student, Anova, Bonferroni, Takey o 
Dunnet) o non parametrici (U di Mann-Whitney i test di Kruskal-Wallis). I coefficienti di 
correlazione possono essere calcolati da Spearman e analisi di correlazione della 
distanza. I test esatti di Fisher a due code saranno utilizzati per analizzare le tabelle di 
contingenza. Il metodo Kaplan-Meier può essere utilizzato per generare curve di 
sopravvivenza e il test log-rank (Mantel-Cox) può essere utilizzato per determinare la 
significatività statistica delle differenze. Tutte le analisi statistiche saranno condotte 
utilizzando R o Prisma. I valori P inferiori a 0,05 saranno considerati statisticamente 
significativi. 

 

RISULTATI ATTESI 

 1-​Identificazione dei biomarcatori specifici utili per ampliare i programmi limitanti di 
diagnosi e gestione dei FGID, attualmente basati sui sintomi. 

2-​ Identificazione dei geni o le combinazioni di geni che contribuiscono ai fenotipi 
correlati ai FGID; identificazione dei target terapeutici. 

3-​ Identificazione dei metaboliti del microbiota intestinale, dei parametri immunitari, 
PH, acidità, e citochine e determinazione del loro ruolo nel guidare i cambiamenti 
strutturali a livello gastrointestinale e il loro impatto sull’asse intestino- cervello. 

4-​ Eventuale sviluppo di antagonisti/ agonisti o terapie biologiche specifiche che 
agiscono selettivamente su determinati sottotipi di canali ionici o AQP per trattare i 
sintomi del FGID. 

5-​ Pubblicazioni scientifiche su riviste con I.F. 
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INTRODUZIONE  

Si definiscono malattie infiammatorie immuno-mediate (Immune-Mediated 
Inflammatory Disease, IMID) un insieme di patologie di natura flogistica a carattere 
cronico e progressivamente disabilitante, caratterizzate da meccanismi patogenetici di 
natura immunitaria (1). Rientrano in questo gruppo l'artrite reumatoide, le 
spondiloartropatie, l'artrite giovanile idiopatica, l'artrite psoriasica, la psoriasi, la malattia 
di Crohn e la colite ulcerosa (2). Sebbene l'incidenza e la prevalenza di queste 
patologie valutate singolarmente non siano particolarmente elevate (2–5), fatta 
eccezione per la psoriasi (6), considerate come insieme coinvolgono invece una quota 
non secondaria della popolazione italiana (prevalenza 3,7%; incidenza 0,2%) (7). 
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Negli ultimi anni, numerosi studi hanno analizzato l'onere socioeconomico di varie 
malattie infiammatorie immuno-mediate (IMID) (1,2,3,4,5,6), tra cui le malattie 
infiammatorie croniche intestinali (IBD). Sono stati presentati anche gli esiti a lungo 
termine delle terapie disponibili, tra cui gli inibitori del fattore di necrosi tumorale alfa 
(TNF-α). I costi diretti (cioè quelli sanitari) associati ad alcune IBD, come evidenziato 
da questi studi, sono stati tradizionalmente dominati dall'assistenza ospedaliera, 
soprattutto chirurgica (2,3). Con l'avvento degli inibitori del TNF-α, più efficaci nel 
ritardare o prevenire la necessità di interventi chirurgici e ricoveri ospedalieri e più 
costosi delle farmacoterapie convenzionali, la maggior parte dei costi diretti si sta 
spostando verso i trattamenti farmacologici (2,3). I costi sostenuti dagli individui e dalla 
società al di fuori di quelli legati al sistema sanitario sono definiti costi indiretti. I costi 
sociali riguardano fattori quali le assenze dei lavoratori, la riduzione della produttività 
dovuta alla disabilità e il pensionamento anticipato. La maggior parte delle IBD colpisce 
persone nella loro prima età lavorativa, con effetti considerevoli sul comportamento 
occupazionale. In effetti, i costi totali associati all'IBD sono dominati dalla disabilità 
lavorativa. A causa della loro natura cronica e invalidante, l'IBD influisce notevolmente 
sulla capacità dei pazienti di svolgere attività lavorative. 

In linea con quanto riportato per altre malattie cronico-degenerative (8–11), anche per 
le IBD i costi diretti sanitari costituiscono un importante capitolo di spesa. Esse 
esercitano anche un forte impatto sociale poiché, sin dalle fasi inziali, determinano una 
significativa riduzione della qualità di vita, non solo dei soggetti che ne sono affetti, ma 
anche dei caregiver (12–15). 

L'avvento, sul finire degli anni Novanta, dei primi farmaci biologici ha rivoluzionato il 
trattamento delle IBD rispetto ai farmaci antinfiammatori e immunosoppressori 
tradizionali, caratterizzati da un'efficacia limitata nel rallentare/arrestare la progressione 
della malattia nelle forme più severe. I farmaci biologici si sono dimostrati efficaci nel 
promuovere e mantenere la remissione in un'ampia proporzione di pazienti affetti da 
forme non responsive ai trattamenti farmacologici convenzionali (16–18). 

La disponibilità di tale armamentario terapeutico ha determinato un incremento dei 
costi a carico del Servizio Sanitario Nazionale (SSN), ponendo il dilemma di come 
conciliare le esigenze di contenimento della spesa farmaceutica con il diritto alla tutela 
della salute di tutti i cittadini (19–21). 

In questo contesto, diventa importante monitorare in modo continuo e attento, anche a 
livello della singola struttura ospedaliera, questa voce di spesa. In particolare, si è 
focalizzata l'attenzione sulle modalità di utilizzo, nella normale pratica clinica, di questi 
farmaci, in termini di variazioni di dosaggio. Infatti, le stesse Linee Guida (22, 23) in 
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ambito gastroenterologico, consigliano, laddove necessario, di incrementare il 
dosaggio del farmaco in caso di risposta insufficiente o di ridurne la dose se il paziente 
ha raggiunto una remissione clinica da almeno 6 mesi. Nella pratica clinica tali 
variazioni (in incremento o decremento) del dosaggio vengono effettuate 
incrementando la quantità di farmaco somministrata o riducendo l'intervallo di 
somministrazione, oppure riducendo la quantità di farmaco o prolungando l'intervallo di 
somministrazione. 

Poiché è riconosciuto che la variazione dei dosaggi di somministrazione dei farmaci 
biologici può modificare i costi di trattamento (24), si ritiene opportuno condurre 
un'analisi di farmaco-utilizzazione finalizzata a stimare la percentuale di pazienti per i 
quali sia necessario ottimizzare il dosaggio dei farmaci biologici nel trattamento cronico 
delle IBD. 

ll primo passo per ottimizzare l’efficacia di una terapia in generale, e di quella biologica 
in particolare, è quello di identificare quei pazienti in cui il trattamento darà i risultati 
migliori in termini di efficacia clinica e di riduzione di effetti collaterali. Da un lato 
occorrerà quindi identificare quei pazienti con caratteristiche clinico-demografiche 

associate ad una migliore risposta terapeutica (e ne accenneremo più avanti). Dall’altro 
occorrerà ridurre al minimo il rischio degli effetti collaterali, in particolare quelli legati 
alle infezioni e alle neoplasie. Prima di iniziare una terapia con anticorpi anti-TNFα 
occorre pertanto considerare la presenza di alcune condizioni in modo da mettere in 
atto le precauzioni e gli accorgimenti necessari. 

Ad oggi il TDM non fa parte delle attività di normale pratica clinica ma è effettuato, da 
alcuni Centri, solo a scopo sperimentale. 

Scopo del progetto è quello di contribuire ad una ridefinizione dei percorsi diagnostici 
terapeutici assistenziali (PDTA) delle IBD, finalizzati ad una migliore utilizzazione dei 
farmaci biologici ad oggi inseriti nel prontuario farmaceutico ospedaliero, nonché 
aumentare le conoscenze legate ai fenotipi di pazienti/patologie che possano risultare 
potenzialmente no-responders alle terapie con farmaci biologici e per i quali sarà 
opportuno, sin da subito, iniziare un monitoraggio attivo delle concentrazioni 
plasmatiche dei farmaci biologici utilizzati. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: Analisi retrospettiva del consumo di farmaci biologici in pazienti 
affetti da IBD finalizzato all’individuazione delle caratteristiche dei pazienti che 
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presentino maggiore variabilità nell’impiego di farmaci biologici, stratificati per farmaci 
utilizzati e patologie. 

Obiettivo specifico 2: Validazione prospettica dei risultati dei risultati dell’analisi 
mediante conduzione studio clinico prospettico controllato. 

Obiettivo specifico 3: Individuazione delle caratteristiche, cliniche e omiche dei pazienti 
sottoposti a monitoraggio seriato delle concentrazioni ematiche di farmaco biologico. 

Obiettivo specifico 4: Analisi dei dati e validazione dei risultati ottenuti al fine di 
proporre l’inserimento del TDM all’interno dei DRG regionali. 

Obiettivo 1: 

L'analisi, osservazionale e retrospettiva, utilizzerà come base dati il flusso informativo 
delle prescrizioni dei farmaci biologici dispensati secondo procedura File F dalla 
farmacia ospedaliera del IRCCS “Saverio de Bellis” (Piattaforma Edotto- Regione 
Puglia). Il periodo di osservazione iniziale coprirà un orizzonte temporale di 6 anni: da 
gennaio 2016 a dicembre 2022. Per tutti i pazienti oggetto di valutazione sarà garantito 
un periodo minimo di osservazione di 6 mesi, idoneo a verificare le modalità di utilizzo 
del farmaco biologico somministrato e quindi l'eventuale presenza di un fenomeno di 
aumento o riduzione del dosaggio. L’analisi dei dati consentirà di individuare, sulla 
totalità dei pazienti in trattamento con farmaci biologici per IBD il numero di quelli che, 
nel periodo di osservazione hanno avuto la maggiore variabilità nella gestione della 
terapia. Verranno quindi esaminate le caratteristiche dei suddetti pazienti (dati 
antropometrici, condizioni generali di salute, tipo e gravità della patologia, patologie 
concomitanti, etc.) per individuare fattori comuni che possano rappresentare 
“marcatori” predittivi della mancata risposta alla terapia e per i quali si renderebbe 
necessario un più attivo monitoraggio attraverso il dosaggio del farmaco nel circolo 
sanguigno. 

Obiettivo 2: 

Verificare che le caratteristiche individuate siano in effetti predittive di una necessità di 
un approccio più attivo nel controllo della terapia farmacologica attraverso il dosaggio 
della concentrazione ematica del farmaco biologico. Al fine di validare il modello 
predittivo si procederà alla conduzione di un trail clinico prospettico controllato in tre 
baracci (Braccio 1: pazienti potenzialmente beneficiati dal TDM a cui viene eseguito il 
monitoraggio, Braccio 2: pazienti candidabili a ricevere il TDM ma per i quali non verrà 
eseguito, Gruppo di controllo: pazienti non candidabili al TDM). I miglioramenti della 
risposta farmacologica verranno misurati in termini di riduzione degli score di malattia 
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(Mayo score, SES-CD, etc.). Si riterrà rilevante una differenza di almeno il 10% nel 
valore medio dello score preso in esame rispetto a quello misurato nel gruppo di 
controllo. 

Obiettivo 3: 

Tutti i pazienti verranno sottoposti a indagini volti a individuare le caratteristiche comuni 
mediante analisi di biomarcatori ematici di infiammazione (citochine 
pro-infiammatorie/anti-infiammatorie), nonché il profilo trascrittomico e immunitario e 
del microbioma fecale in modo da individuare la presenza di ulteriori fattori predittivi 
che forniscano, sin dall’esordio di malattia, indicazioni circa la necessità di un controllo 
costante delle concentrazioni ematiche di farmaco e di un conseguente più stretto 
controllo delle condizioni di salute. 

Obiettivo 4: 

Lo studio si occuperà di valutare l’impatto economico delle terapie farmacologiche 
impiegate nel trattamento delle IBD mediante l’applicazione di modelli di valutazione 
dei costi basati su un modello di Markov. Al fine di determinare gli effetti sulla spesa 
farmaceutica di un uso “ottimizzato” dei farmaci si utilizzerà uno specifico software (di 
cui si propone l’acquisto) sviluppato per effettuare sia calcoli sui dati disponibili che 
modelli di previsione a lungo termine. 

Al termine delle attività sperimentali verranno valutati i risultati raccolti per verificare 
che le assunzioni derivanti dalle analisi retrospettive di farmaco utilizzazione siano 
state verificate, applicando, se nel caso i dovuti correttivi/approfondimenti sui dati 
raccolti. 
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Parole chiave: Attività indoor, Sindrome Fibromialgica, IBS, Permeabilità Intestinale. 

Area interesse: 6 Prevenzione 

Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica sperimentale 

 

INTRODUZIONE  

Il termine “sindrome funzionale somatica” identifica diverse sindromi, i cui quadri clinici 
sono in parte sovrapponibili, caratterizzate prevalentemente da sintomi soggettivi, 
sofferenza e disabilità, non accompagnate da evidenti alterazioni organiche o di 
funzione. Molte sindromi funzionali somatiche hanno importanti implicazioni 
socioculturali e notevoli ripercussioni economiche. Tra esse si annoverano la Sindrome 
Fibromialgica (FM), la sindrome del colon irritabile (IBS), la sindrome da fatica cronica 
(CFS), il disordine da stress post-traumatico (PTSD) e la sindrome delle gambe senza 
riposo (RLS). I pazienti che presentano questi sintomi, così spesso disabilitanti e 
stressanti, consultano frequentemente medici di molte diverse specialità nel tentativo di 
ottenere una diagnosi, ma soprattutto una terapia adeguata ai loro disturbi organici e 
psicologici [ ]. In questo contesto un approccio alternativo che preveda l’attività fisica 
come cardine del trattamento delle sindromi funzionali somatiche, con particolare 
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riferimento alla FM, può rappresentare una strategia innovativa. Analogamente, il 
nostro gruppo sta già valutando un protocollo di esercizio fisico di tipo aerobico per la 
gestione di pazienti con IBS ed i risultati preliminari, in corso di elaborazione, indicano 
promettenti potenzialità per tale tipo di approccio.   

Clinicamente, i sintomi principali della FM sono rappresentati dal dolore 
muscolo-scheletrico, la stanchezza cronica, oltre al sonno non ristoratore, la rigidità 
mattutina, nonché la depressione e l’ansia. Inoltre, i pazienti possono soffrire di 
sensibilità tattile, e spesso si manifesta una “iperestesia” generalizzata con disturbi 
sensoriali come, ad esempio, sensibilità alla luce, ai rumori e odori. Può essere riferita 
una concomitante presenza di cefalea, emicrania, dolore toracico non cardiaco, pirosi 
gastrica, dismenorrea. Altri sintomi comprendono: parestesie, gambe senza riposo e 
sensazione di gonfiore dei tessuti [ ,  ,  ]. Gli esami ematochimici e strumentali sono 
solitamente negativi.  

Per la formulazione di diagnosi di FM devono essere soddisfatti contemporaneamente 
3 criteri diagnostici ACR 2010-2011: 

1.​ WPI (indice di dolore diffuso): in quante aree il paziente ha avuto dolore? Indicare la 
regione di dolore secondo immagine allegata al questionario (Allegato 1 “La diagnosi di 
Fibromialgia). Sommare il numero delle aree nelle quali il paziente ha avuto dolore 
durante l’ultima settimana. Punteggio: 0-19. 

2.​ SSS (Scala di severità dei sintomi) a. Per ognuno dei sintomi elencati (Astenia, 
Disturbi cognitivi, Svegliarsi non riposati), indicare il grado di severità durante l’ultima 
settimana utilizzando la seguente scala: Nessun problema. Problemi lievi o moderati, 
generalmente moderati o intermittenti. Problemi moderati, considerevoli, spesso 
presenti e/o moderata intensità. Problemi severi, penetranti, continui, che 
compromettono la vita (Punteggio: 0-9). B) Indicare la presenza/assenza dei seguenti 
sintomo (Dolore/crampi addominali Depressione Cefalea). Punteggio: 0-3. Il punteggio 
SSS si ottiene sommando i due punteggi ottenuti. Punteggio totale: 0-12.  

3.​ Un paziente soddisfa i criteri diagnostici per la fibromialgia se risponde alle 3 
seguenti condizioni:  

•​ Indice per il dolore diffuso (WPI) ≥7 e punteggio della scala per la severità dei 
sintomi (SSS) ≥5 OPPURE WPI 3-6 e punteggio della scala per la SSS ≥9 

•​ I sintomi sono stati presenti con la stessa intensità da almeno 3 mesi 

•​ • Il paziente non ha una patologia che potrebbe spiegare in modo diverso il dolore 
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Le multiformi espressioni cliniche della fibromialgia rendono difficile una 
determinazione dello stato di severità di malattia che sia del tutto oggettiva. Uno dei 
problemi principali è che la multifattorialità della sindrome richiede necessariamente 
una valutazione composita, che consideri non solo il sintomo dolore, ma anche altre 
manifestazioni quali il sonno, la fatica, lo stato globale di salute, l’impatto della malattia 
nella vita quotidiana. Gli strumenti più utili in questo senso sono la versione modificata 
del Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQR), il Fibromyalgia Assessment Status 
modified (FAS mod) e il Polysymptomatic Distress Scale (PDS).  

Il FIQR comprende 21 domande, strutturate su scale di valutazione numerica 
comprese tra 0 e 10. I quesiti vengono suddivisi in tre distinti domini: la funzione fisica 
(9 quesiti), in relazione alla difficoltà di assolvere le comuni attività della vita quotidiana; 
lo stato di salute generale (2 quesiti), che indaga l’impatto della malattia sullo 
svolgimento dell’attività lavorativa; l’autovalutazione dell’intensità/gravità dei sintomi 
correlati alla malattia (10 quesiti).  

Il FAS modificato prevede la valutazione della stanchezza e dei disturbi del sonno (su 
scale numeriche da 0 a 10) e del numero delle aree dolenti. Il punteggio complessivo 
(compreso fra 0 e 39) è ottenuto dalla somma dei tre parametri.  

Il PDS è calcolato dalla somma dei punteggi conseguiti da 2 sotto-indici:  

• indice di diffusione del dolore (Widespread Pain Index -WPI): corrisponde alla somma 
delle aree dolorose presenti (comprese da 0 a 19)  

• indice di gravità dei sintomi (Symptom Severity Scale- SSS): corrisponde alla somma 
dei livelli di gravità di 3 sintomi (astenia, sonno non ristoratore, problemi cognitivi), 
misurati con una scala ordinale a 4 livelli, e alla presenza/assenza di altri 3 sintomi 
(emicrania, dolore / crampi addominali, depressione). Il punteggio massimo ottenibile è 
pari a 12.  

Il PDS fa parte anche dei criteri diagnostici per la sindrome fibromialgica, come 
illustrato nel capitolo precedente. 

I criteri descritti in modo più dettagliato sono riportati nella sezione a fine progetto (cfr. 
Diagnosi di Fibromialgia). 

La terapia farmacologica prevede l’impiego di analgesici, miorilassanti e farmaci 
antinfiammatori non steroidei (FANS) [ ]. Le Linee Guida specifiche sul trattamento 
della FM pubblicate negli ultimi anni sono concordi nel raccomandare la terapia 
farmacologica nell’ambito di un approccio multidisciplinare, in particolare la terapia 
farmacologica deve essere riservata alla situazione in cui i segni/sintomi della FM non 
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sono stati migliorati dalle strategie non farmacologiche (ad es., l’approccio 
comportamentale,  dietetico, e motorio). Purtroppo, i farmaci maggiormente utilizzati 
nel trattamento della FM (i.e. Duloxetina e Pregabalin), non hanno soddisfatto l’EMA 
nella richiesta di estensione delle indicazioni al trattamento di questa patologia. 
L’agenzia regolatoria dopo aver valutato le prove di efficacia e sicurezza presentate a 
supporto della registrazione, ha deciso di non autorizzare tale estensione, ritenendo le 
prove presentate non sufficienti a dimostrare una differenza clinicamente rilevante 
rispetto al placebo in termini di sollievo dal dolore e miglioramento della qualità di vita. 
Inoltre, il profilo di sicurezza è stato considerato critico, considerati gli eventi avversi 
osservati e l’uso prolungato nel tempo che l’indicazione implica [ ]. 

Nel presente progetto, l’attenzione è rivolta proprio ai fattori che sottendono la 
sintomatologia dei pazienti con FM. Oltre la sintomatologia reumatologica, i pazienti 
fibromialgici spesso lamentano disturbi gastrointestinali (GI), in particolare quelli 
riconducibili all’IBS sono i più frequentemente riscontrati. Infatti,  è noto come pazienti 
con IBS possano riferire compresenza di FM con una frequenza del 32.5%, e un range 
compreso tra il 26 e il 65%. [ ]. La presenza di FM potrebbe, inoltre, contribuire alla 
predominanza di pazienti IBS di sesso femmminile e le due sindromi condividono 
numerosi meccanismi fisiopatolgici che riguardano la sensibilità al dolore, l’alterata 
regolazione del sistema nervoso autonomo, l’alterazione dell’asse intestino-cervello, 
nonché le alterazioni del sistema immunitario, del sistema di neurotrasmettitori, insieme 
ad alterazioni della permeabilità intestinale e la ricorrenza di disbiosi. Infine, non si 
deve tralasciare il ruolo dei fattori psicosociali che rappresentano dei potenti trigger sia 
per la FM che per l’IBS [7]. Nella pratica clinica, gli specialisti che gestiscono la FM, 
specificamente i reumatologi, considerano i sintomi IBS - in particolare il  dolore 
addominale  - come uno dei 10 più rilevanti elementi per la diagnosi di FM [ ].  

Come accennato in precedenza, si può assistere ad una compromissione dell’integrità 
della parete intestinale. Diversi possono essere i meccanismi che sottendono tale 
fenomeno, ma sicuramente se ne possono isolare alcuni come l’alterata permeabilità 
intestinale (PI), l’infiammazione e la disbiosi. Tutti partecipano, in egual misura, al 
determinismo dell’alterazione di parete, inducendo un circolo vizioso che porta al 
passaggio di differenti sostanze, quali proteine proinfiammatorie, batteri, frammenti di 
alimenti non digeriti e altre particelle, nella sottomucosa o addirittura nel torrente 
ematico, provocando la conseguente attivazione del sistema immunitario e liberazione 
di neurotrasmettitori che svolgono effetti locali e sistemici. Tali effetti possono dare 
adito a patologie cardiovascolari, neurodegenerative, diabete, ma anche a patologie 
infiammatorie quali le artriti croniche. Una condizione di “low grade inflammation”, se 
persiste nel tempo, può quindi portare alla comparsa di dolore e addirittura alla 
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cronicizzazione del sintomo, la cui estensione dipenderà dal grado di diffusione 
dell’infiammazione [ ]. 

Fortunatamente, a fronte di una parziale efficacia del trattamento farmacologico, vi 
sono evidenze che l’attività fisica regolare possa comportare un evidente 
miglioramento della sintomatologia del paziente con FM. Diversi studi scientifici hanno 
dimostrato che (re-) introdurre l'attività motoria riduce la quantità e l'entità dei problemi 
di salute, migliorando la sintomatologia così come la socializzazione e il tono 
dell'umore [ ]. Dal punto di vista gastroenterico, la mancata attività fisica impedisce una 
stimolazione adeguata della muscolatura intestinale. La sedentarietà è un fattore 
determinante che porta, ad esempio, ad un indebolimento e ad una scarsa funzionalità 
del diaframma e dei muscoli addominali. Questi muscoli, se allenati, contribuiscono a 
un miglioramento dei valori pressori con miglioramento della defecazione. Fare 
quotidianamente esercizio fisico, oltre alla prevenzione delle malattie cardiovascolari, 
può dare grossi benefici all’intestino, contrastando disturbi comuni come il reflusso 
gastrico e l’IBS. E’ stato dimostrato infatti che il movimento favorisce e/o regolarizza la 
motilità gastro-intestinale (peristalsi) e il transito intestinale [ ]. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: valutare l'effetto dell’attività indoor sul profilo sintomatologico di 
pazienti ambulatoriali affetti da IBS ed FM. 

Obiettivo specifico 2: analizzare, prima e dopo l’attività indoor, la funzionalità e 
l’integrità dell’epitelio intestinale, attraverso lo studio della PI e i livelli circolanti di 
zonulina e i markers di danno epiteliale cellulare [fatty-acid binding protein (I-FABP), 
diamine oxidase (DAO)] [ ], e considerare l’eventuale presenza di disbiosi intestinale. 
Oltre all’IBS, esiste una relazione dimostrata tra FM e PI le cui implicazioni 
eziopatogenetiche e terapeutiche meritano un preciso approfondimento.  

Obiettivo specifico 3: dosare i livelli ematici di differenti marcatori di flogosi, inclusi IL-6, 
IL-8, IL-10, TNF-alfa, LPS,  e i livelli ematici di peptidi coinvolti nella regolazione della 
motilità GI (compresi somatostatina, motilina, serotonina, BDNF etc.) prima e dopo 
l’attività indoor al fine di valutare l’influenza della stessa sulla concentrazione ematica 
di questi peptidi. 

Obiettivo specifico 4: esaminare gli outcomes dei suddetti approcci attraverso lo studio 
dei profili psicologici, nutrizionali e metabolici, al fine di comprendere quali alterazioni, 
deficit, carenze o componenti nutrizionali possono essere associate alla FM e IBS. I 
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risultati dello studio potrebbero essere utili ad approntare strategie di intervento per 
riequilibrare i cambiamenti metabolici ritrovati. 

Obiettivo specifico 5: confrontare l’effetto dell’attività indoor in pazienti FM con e senza 
IBS sui sintomi GI ed extra GI. Come riportato nell’introduzione, esiste, infatti, 
un’evidente sovrapposizione fra FM e IBS, sia in termini di sintomatologia GI sia nei 
riguardi del profilo psicologico. 

  

DATI PRELIMINARI 

Il progetto di ricerca si basa sulle competenze finora acquisite dalle figure professionali 
dell’istituto, coinvolte in un gruppo di studio multidisciplinare con un notevole know-how 
nel campo di diagnosi, terapia e conoscenze dei meccanismi fisiopatologici di quei 
quadri nosologici caratterizzati da alterazioni della funzionalità di barriera intestinale 
(nello specifico la malattia celiaca e, più in generale, i disturbi glutine-correlati) e nelle 
patologie funzionali GI, come ad esempio l’IBS. Queste patologie, a vario titolo, sono 
caratterizzate da modificazioni della PI e possono avvantaggiarsi di un approccio 
dietetico nonché fisico che rappresentano valide strategie. Tali aspetti sono stati già 
affrontati in parte in precedenti progetti di ricerca, con diverse pubblicazioni su riviste 
scientifiche internazionali con I.F. [ , ].  

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Reclutamento Pazienti: Per questo studio si recluteranno pazienti adulti (18-65 anni) 
affetti da FM afferenti agli Ambulatori di “Reumatologia” e “Celiachia e Disturbi 
Funzionali” dell’IRCCS “S de Bellis” di Castellana Grotte. I pazienti saranno altresì 
reclutati tra i soggetti fibromialgici iscritti all’ “Associazione Smile” di Castellana Grotte. 

I criteri di esclusione saranno: la presenza di gravi patologie cardiache, epatiche, 
neurologiche o psichiatriche o di malattie GI diverse dall’IBS (ad esempio, malattia 
infiammatoria intestinale, malattia diverticolare/diverticolite) che potrebbero spiegare i 
sintomi attuali. I pazienti non devono aver effettuato recenti cambiamenti nellla terapia 
per la FM (farmaci, programmi educativi, medicina alternativa, psicoterapia). La dieta a 
ridotto contenuto di lattosio è consentita, purché i pazienti accettino di mantenere 
costante questa assunzione durante il periodo di studio. L'uso di prodotti probiotici è 
consentito, e i pazienti che li consumano devono essere istruiti a continuare ad 
assumere per tutto il periodo di studio la stessa quantità precedentemente assunta  

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 220 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

I soggetti sani saranno reclutati tra i partecipanti a concomitanti progetti di ricerca in 
essere presso il nostro Istituto. Questi ultimi non dovranno avere sintomatologia GI ed 
extra GI valutabile, nonché non saranno affetti da patologie cardiovascolari, 
metaboliche, endocrine, autoimmuni, psicologiche. Inoltre, non dovranno assumere 
terapie croniche e non avranno eseguito interventi chirurgici maggiori.   

Per quanto riguarda l’attività fisica eventualmente svolta prima del reclutamento, i 
pazienti e i controlli risulteranno eligibili se non avranno svolto attività fisica nei 6 mesi 
precedenti con le seguenti caratteristiche: attività fisica di intensità moderata per ≥ 30 
minuti su ≥ 5 giorni alla settimana o attività fisica di intensità vigorosa ≥ 3 volte alla 
settimana per ≥ 20 minuti a sessione. 

Informazioni sullo stato di salute saranno ottenute durante una visita consistente in 
un'intervista sulla dieta attuale, sullo stile di vita, notizie anamnestiche ed un esame 
obiettivo. Inoltre, i parametri metabolici (glicemia, HbA1c, profilo lipidico, peso 
corporeo) devono rientrare nell'intervallo di valori normale. 

Tutti i soggetti riceveranno informazioni verbali e scritte specifiche per lo studio prima di 
dare il loro consenso scritto. Il reclutamento e la valutazione dei pazienti saranno 
articolati nelle seguenti fasi: 

 

V1. (Selezione). Durante la visita, i pazienti riceveranno informazioni verbali e scritte 
sullo studio e sottoscriveranno il loro consenso informato. I pazienti saranno inoltre 
informati sull'obiettivo dello studio e sul fatto che sinora nessun specifico trattamento si 
è dimostrato in grado di curare definitivamente la FM o di controllare completamente 
tutti i sintomi.  

V2. (Verifica). Dopo la visita di screening, i pazienti torneranno per eseguire un prelievo 
ematico e la raccolta di campioni biologici (urine, feci) necessari per le valutazioni 
laboratoristiche previste dallo studio. Nella stessa i pazienti completeranno i questionari 

_______________________________________________________________________________________ 
 

Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico “Saverio de Bellis”​                          Pagina 221 di 270 

Ente di Diritto Pubblico D.M. del 31/03/1982 
Sede legale ed operativa: via Turi 27 
70013 Castellana Grotte (BA)  
C.F. – P. iva: 00565330727 



 
 

sintomatologici (IBS Symptom Severity Scale - IBS-SSS e Gastrointestinal Symptom 
Rating Scale – GSRS) (vedi allegati) e quelli relativi alla FM. Nel corso della visita, i 
pazienti completeranno anche i questionari relativi alla qualità della vita (Quality of Life 
- QoL).  

Attraverso la valutazione del punteggio totale di IBS-SSS sarà possibile individuare un 
sottogruppo di pazienti FM affetti anche da IBS se il punteggio ≥ 125 (ovverosia, i 
sintomi IBS dovranno risultare da moderati a gravi). I criteri di inclusione e di 
esclusione saranno nuovamente esaminati, incluse le abitudini alimentari.  

I pazienti e i controlli saranno istruiti, con il supporto di personale specializzato in 
attività motoria, a partecipare ad uno specifico schema di attività indoor (vedi paragrafo 
dedicato) prima di tornare alla visita finale prevista dallo studio.  

V3. (giorno 120): (Fine periodo attività indoor). Durante questa visita i pazienti 
compileranno nuovamente i questionari sintomatologici (IBS-SSS e GSRS) e i 
questionari relativi alla QoL (IBS-QoL, SCL-90 e SF-36 – vedi paragrafo) così come i 
questionari sull’intensità dei sintomi FM. Si effettuerà la raccolta dei parametri di attività 
fisica e si valuteranno  i potenziali eventi avversi comparsi durante il periodo di 
intervento. Saranno, infine, eseguiti prelievi ematici e dei campioni biologici necessari 
per le valutazioni laboratoristiche previste dallo studio. 

Attività fisica.  I soggetti affetti da FM presentano una ridotta capacità aerobica e 
funzione muscolare (cioè forza e resistenza), nonché ridotte prestazioni funzionali (ad 
esempio, camminare, salire le scale) e forma fisica [ , , ]. In generale, queste riduzioni 
sono causate dal dolore cronico diffuso che limita le capacità dell'individuo di portare a 
termine le attività quotidiane. 

È particolarmente complesso individuare l’insieme di terapie in grado di controllare il 
decorso della malattia in quanto possono essere presenti svariati sintomi 
extrascheletrici nel malato di FM. L’esercizio fisico, però, se svolto con costanza ed a 
basso impatto, diventa un aiuto molto valido per interrompere il circolo vizioso del 
dolore cronico, aumentando la resistenza alla fatica, agendo sullo stress psicofisico, 
migliorando così la qualità della vita.  

In generale, l'esercizio fisico migliora [14, , , , , , , ,  ] 

•​ la flessibilità,  

•​ la funzione neuromuscolare,  

•​ la funzione cardiorespiratoria,  
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•​ le prestazioni funzionali,  

•​ i livelli di pressione arteriosa (PA),  

•​ il dolore e gli altri sintomi della FM, 

•​ l'autoefficacia,  

•​ la depressione,  

•​ l'ansia  

A causa del potenziale dolore e dell'esacerbazione dei sintomi, l'anamnesi e lo stato di 
salute del soggetto devono essere esaminati prima di condurre test da campo o di 
prescrivere un programma di esercizio. La valutazione oggettiva delle limitazioni 
fisiologiche e funzionali consentirà di eseguire i test e un allenamento ottimale. 

 

RISULTATI ATTESI 

•​ Informazioni circa i meccanismi di regolazione della barriera intestinale in pazienti 
fibromialgici con o senza IBS. 

•​ Acquisizione di ulteriori conoscenze circa gli aspetti clinici, fisiopatologici e 
molecolari alla base di una patologia complessa come la FM e utili per elaborare un 
possibile intervento non faramacologico mirato. 

•​ Pubblicazioni scientifiche su riviste con I.F. 

TIMELINE 
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LINEA DI RICERCA 3 

 

ASSE NUTRIZIONE/MICROBIOTA E SALUTE 

 

Responsabile Scientifico: Gianluigi Giannelli  

 

Descrizione 

Evidenze sempre maggiori propongono la nutrizione ed in senso più ampio lo stile di 
vita come unico strumento non soltanto per la prevenzione delle malattie croniche ma 
anche come approccio terapeutico per una serie di patologie di interesse 
gastroenterologico quali le patologie funzionali, o quelle dismetaboliche, specie a 
carico del fegato: la steatoepatite non alcolica (NASH). D'altra parte, è stato dimostrato 
che il microbiota è responsabile della alterata permeabilità intestinale, quindi di 
modificare l'assorbimento di metaboliti in grado sia di attivare una alterata risposta 
infiammatoria, sia di condizionare il metabolismo sistemico. 

 

Obiettivi 

Prevenire e/o curare le patologie croniche degenerative e funzionali, anche su base 
dismetabolica dell'apparato gastroenterico modulando l'omeostasi del microbiota 
intestinale attraverso una correzione dello stile di vita. 
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TITOLO DEL PROGETTO 

18. EFFICACIA DELL'ESERCIZIO FISICO ABBINATO ALLA DIETA MEDITERRANEA 
NELLE PATOLOGIE GASTROINTESTINALI E OBESITÀ E RIPERCUSSIONI SULLA 

BARRIERA INTESTINALE E LO STATO DI FLOGOSI: IDENTIFICAZIONE 
DELL’ESERCIZIO OTTIMALE 

2786681 
 

IRG: Endocrinology, Metabolism, Nutrition and Reproductive Sciences 

SS: Integrative Nutrition and Metabolic Processes - INMP 

Responsabile: BIANCO ANTONELLA 

Anno inizio: 2024 

Durata: 36 

Parole chiave: esercizio fisico, obesità, dieta mediterranea, stili di vita, flogosi, barriera 
intestinale 

Area interesse: 6 Prevenzione 

Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica sperimentale 

 

INTRODUZIONE  

La malattia del fegato grasso non alcolica (NAFLD) è una delle malattie epatiche più 
comuni che colpisce un terzo della popolazione mondiale (1). 

La NAFLD comprende uno spettro di malattie tra cui il fegato grasso non alcolico 
(NAFL) e la steatoepatite non alcolica (NASH) in cui si sviluppano infiammazione e 
fibrosi. La NASH può progredire verso la cirrosi e il carcinoma epatocellulare; pertanto, 
la gravità della fibrosi diventa un fattore prognostico chiave. La presenza di fibrosi, 
piuttosto che la diagnosi di steato-epatite, è la caratteristica più rilevante associata a 
eventi correlati al fegato e alla mortalità. 
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Poiché la gestione farmacologica dei pazienti con NASH e fibrosi epatica è limitata, la 
modifica dello stile di vita, compresa la dieta e l'attività fisica (PA), è la prima linea di 
intervento per la NAFLD/NASH. Più studi hanno dimostrato un miglioramento della 
fibrosi quando si raggiunge una perdita di peso del 10% o più e si include un 
programma di PA. Un recente studio basato sulla popolazione ha osservato 
l'associazione tra l'adesione alla dieta mediterranea (MD) e il rischio di fibrosi epatica 
negli adulti con NAFLD. (2) I risultati, in accordo con studi precedenti, hanno mostrato 
che l'aderenza alla MD era significativamente associata a un migliore controllo 
metabolico, soprattutto del peso. Il peso è considerato un fattore predittivo 
indipendente per la progressione della steatosi verso la fibrosi epatica nella NAFLD; 
nei soggetti obesi con NASH, la perdita di peso ha migliorato la fibrosi. Mentre gli effetti 
benefici della PA sui pazienti con NAFLD sono ampiamente noti, la relazione tra PA e 
fibrosi epatica resta da indagare. 

Sebbene l'impatto della PA sulla fibrosi epatica ed il corredo di marcatori biochimici 
della infiammazione sistemica non sia ancora chiaro e non sia stato ancora definito un 
protocollo ottimale che segua i parametri del FITT (frequenza, intensità, tipo e tempo), 
la PA influenza l’andamento della fibrosi nella NAFLD. Studi precedenti hanno 
dimostrato una riduzione della fibrosi nei soggetti obesi con NAFLD che hanno seguito 
un programma di interval training ad alta intensità (HIIT), con un miglioramento della 
rigidità epatica pari a -16,8%. 

Uno studio incrociato del NASH Clinical Research Network (3) ha dimostrato che i 
soggetti che seguivano le raccomandazioni per un'attività fisica vigorosa (6 MET, 
almeno 75 min/settimana) rispetto a quelli che seguivano le raccomandazioni per 
un'attività fisica moderata (3- 5,9 MET, almeno 150 min/settimana) avevano maggiori 
benefici per la salute, tra cui una riduzione significativa della fibrosi avanzata e una 
minore probabilità di avere la NASH. Il laboratorio di Epidemiologia e Statistica studia 
da tempo gli effetti dei cambiamenti dello stile di vita sulla NAFLD. Abbiamo osservato 
gli effetti della dieta mediterranea a basso indice glicemico (LGIMD) da sola (4), 
dell'esercizio aerobico rispetto all'esercizio di resistenza (5) e della combinazione di 
dieta ed esercizio fisico (6). In particolare, abbiamo dimostrato che l'associazione tra 
LGIMD e l'esercizio aerobico è tra i trattamenti più efficaci per i soggetti con NAFLD 
(6). Inoltre, abbiamo evidenziato l'effetto sinergico degli interventi sullo stile di vita 
(dieta e/o programmi di esercizio fisico) sulla composizione del microbiota intestinale in 
pazienti con NAFLD (7) e sul metabolismo glucidico in soggetti con diversi gradi di 
severità di NAFLD (8). 

I meccanismi che regolano la funzione di barriera intestinale sono alterati sia 
nell'obesità che nella NAFLD e questa situazione rappresenta un fattore aggravante in 
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entrambe le malattie. Il sistema gastrointestinale, con tutte le molecole coinvolte nel 
suo controllo, può contribuire allo sviluppo dell'obesità in diversi modi, si pensi ad 
esempio al ruolo degli ormoni che regolano la sazietà. In questo rapporto bidirezionale, 
l'infiammazione associata all'obesità può a sua volta avere un ruolo significativo nello 
sviluppo di disturbi gastrointestinali. (GI). Si tratta di uno stato di infiammazione cronica 
di basso livello che coinvolge l'intero organismo, compresi gli organi GI. Rispetto alle 
persone magre, l'obesità è correlata a un aumento delle citochine infiammatorie nei 
tessuti, attivando le risposte immunitarie e alterando le vie metaboliche cellulari. In 
generale, l'infiammazione cronica di basso livello e le modifiche negli ormoni 
metabolici, insieme alla distribuzione del tessuto adiposo nella cavità addominale, ed 
alterazioni delle popolazioni batteriche del microbiota intestinale rappresentano i 
principali fattori coinvolti nello sviluppo di patologie gastrointestinali che si sviluppano 
proprio attraverso alterazioni della barriera intestinale. La barriera intestinale può 
essere considerata un sistema dinamico che risponde anche a segnali umorali e una 
pletora di differenti molecole è stata, a vario titolo, chiamata in causa. La zonulina è un 
peptide GI in grado di modulare la funzionalità delle tight junctions (TJs). E’ stato 
dimostrato che i livelli di zonulina sierica correlano con l’entità della compromissione 
della barriera mucosale. II danno cellulare e/o delle TJs può avere un notevole impatto 
sulla corretta funzione della PI. Le I-FABPs (intestinal-fatty acid binding proteins) sono 
proteine citosoliche presenti nelle cellule epiteliali deputate al trasporto degli acidi 
grassi. Possono essere rilasciate in circolo in seguito alla perdita dell’integrità di 
membrana e sono rapidamente eliminate con le urine; pertanto, rappresentano 
markers non invasivi di danno precoce a livello cellulare dell’epitelio intestinale. Allo 
stesso modo, la diamina ossidasi (DAO), un enzima intracellulare con un elevato livello 
di attività nello strato superiore dei villi intestinali, è considerata un marker sierico di 
integrità dell'epitelio intestinale. 

Le alterazioni nella funzione di barriera, possono favorire l’ingresso dei batteri e dei loro 
prodotti. Il lipopolisaccaride (LPS), componente predominante nella parete cellulare dei 
batteri Gram-negativi, è risultato in grado di influenzare la funzione di barriera. In 
condizioni fisiologiche, LPS non è in grado di attraversare l’epitelio integro, ma in 
presenza di una ridotta integrità epiteliale, riesce a attraversare la barriera GI. Il 
triptofano è un aminoacido essenziale per l'uomo poiché non è sintetizzato nell'essere 
umano, i batteri commensali catabolizzano il triptofano in diversi derivati, che vengono 
assorbiti dall'intestino e vengono eliminati con le urine. Due di questi composti, indossil 
solfato (altrimenti noto come indicano) e 3-metil-indolo (scatolo), sono attualmente 
utilizzato per diagnosticare la disbiosi del piccolo intestino e del colon, rispettivamente. 
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Alla luce di queste considerazioni, il nostro studio, ha l’obiettivo di stimare l’effetto di 
due tipi di esercizio fisico di intensità differenti (esercizio aerobico e HIIT) uniti alla dieta 
mediterranea, rispetto alla sola dieta in soggetti obesi con NAFLD sui marcatori 
biochimici di infiammazione sistemica e dello stato di integrità e funzione della barriera 
intestinale. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo 1: 

-​ Stimare l’effetto dei due programmi di Esercizio fisico di diverso tipo ed intensità 
associati ad una Dieta Mediterranea a basso indice glicemico (LGIMD) rispetto alla 
sola dieta sull’indice d’infiammazione sistemica (SII), sulla funzione e integrità della 
barriera intestinale e sui biomarcatori legati allo stato infiammatorio: TNF-alfa; IL-1, 
IL-6, IL-10, CK-18, PCR e VES, in pazienti con obesità e NAFLD di età compresa tra i 
18 e i 65 anni dopo un intervento di 4 mesi. 

Obiettivo 2: 

-​ Valutare se l’adozione dei due programmi di Esercizio fisico di diverso tipo ed 
intensità associato ad una LGIMD rispetto alla sola dieta in pazienti con obesità e 
NAFLD possa modificare 

Obiettivo 3: 

-​ Indagare in pazienti con obesità e NAFLD, se l’adozione dei due programmi di 
Esercizio fisico di diverso tipo ed intensità associato ad una LGIMD rispetto alla sola 
dieta possa la funzione e integrità della barriera intestinale e il microbiota intestinale, in 
termini di abbondanze dei taxa microbici, studiando, partendo dai dati ottenuti dal 16S, 
le vie metaboliche del microbiota e metaboloma fecale. 

Obiettivo 4: 

-​ Valutare i miglioramenti sulla Qualità della Vita, mediante compilazione di specifici 
questionari, in seguito all’adozione dei due programmi di Esercizio fisico di diverso tipo 
ed intensità associato ad una LGIMD rispetto alla sola dieta in pazienti con obesità e 
NAFLD per 4 mesi. 

Obiettivo 5: 
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-​ Valutazione del profilo degli acidi grassi delle membrane degli eritrociti in seguito 
all'adozione dei due programmi di Esercizio fisico di diverso tipo ed intensità associato 
ad una LGIMD rispetto alla sola dieta. 

 

DATI PRELIMINARI 

Il progetto di ricerca si basa sulle conoscenze finora acquisite dalle figure professionali 
dell’istituto, coinvolte in un gruppo di studio multidisciplinare con un notevole know-how 
nel campo di diagnosi, terapia e di conoscenze dei meccanismi fisiopatologici di quei 
quadri nosologici caratterizzati da obesità e NAFLD. Il laboratorio di Epidemiologia e 
Statistica studia da tempo gli effetti dei cambiamenti dello stile di vita sulla NAFLD. Si 
sono osservati gli effetti della dieta mediterranea a basso indice glicemico (LGIMD) da 
sola (4), dell'esercizio aerobico rispetto all'esercizio di resistenza (5) e della 
combinazione di dieta ed esercizio fisico (6). In particolare, si è dimostrato che 
l'associazione tra LGIMD e l'esercizio aerobico è tra i trattamenti più efficaci per i 
soggetti con NAFLD (6). Inoltre, è stato evidenziato l'effetto sinergico degli interventi 
sullo stile di vita (dieta e/o programmi di esercizio fisico) sulla composizione del 
microbiota intestinale in pazienti con NAFLD (7) e sul metabolismo glucidico in soggetti 
con diversi gradi di severità di NAFLD (8). Tali aspetti sono stati già affrontati in parte in 
precedenti progetti di ricerca, dando vita a differenti pubblicazioni su riviste scientifiche 
internazionali con I.F. 

 

ANALISI STATISTICA 

La dimensione del campione è stata stimata per la procedura ANOVA per misure 
ripetute. Sono stati considerati i cut-off descritti nella letteratura (9) ed una 
combinazione di Errori Probabilistici di tipo I (0.01 e 0.001) e tipo II (0.10 e 0.05) per 
una potenza pari a 0.90 e 0.95. Per una riduzione della varianza pari a 0.90 è stata 
stimata e scelta una dimensione del campione pari a n2=n2=n3=30. 
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La descrizione e il confronto tra le categorie di NAFLD (assente/lieve, moderata e 
grave), di fibrosi (assente, moderata e avanzata) e le variabili socio-demografiche, di 
stile di vita, antropometriche e biologiche saranno riportate come medie (±SD), 
eseguite con il test t, mentre le variabili categoriche saranno riportate come frequenze 
(%) e le differenze di proporzione saranno valutate con il test χ2. Tutte le misure 
saranno in UI. 

La fase modellistica dell’analisi statistica verrà eseguita tramite “Generalized 
Estimating Equation” (GEE). I modelli GEE sono particolarmente utili negli studi 
biomedici per stimare le variazioni medie  ​ dei valori dei biomarcatori controllando per 
le covariate e consentendo di scegliere la miglior struttura di correlazione dei dati 
(misure ripetute su ciascun soggetto). La selezione del modello sarà effettuata 
utilizzando strumenti diagnostici che consentono di scegliere l'insieme di covariate più 
performante, le strutture di correlazione più efficaci e tutte le opzioni SE/robust. Dopo 
l’applicazione dei modelli GEE verranno utilizzate i comandi di post-stima per ottenere 
predizioni e graficare i dati. Le analisi verranno effettuate con il Software STATA 18.0 
(StataCorp. 2023. Stata Statistical Software: Release 18. College Station, TX: 
StataCorp LLC). In particolare verranno usati il comando ufficiale -xtgee- e la 
procedura - qic- che fa parte dei contributi della comunità degli utenti di Stata. 
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Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica sperimentale 

 

INTRODUZIONE  

La barriera intestinale è un sistema complesso multistrato, composto da una barriera 
fisica esterna e una barriera immunologica interna. L'interazione di queste due 
componenti consente di mantenere una equilibrata funzione di barriera intestinale. 
Questa previene la perdita di acqua ed elettroliti e l’ingresso di antigeni e 
microrganismi, consente lo scambio di molecole tra ospite e ambiente e l'assorbimento 
di sostanze nutritive dalla dieta. Molti fattori possono alterare la funzione di barriera 
intestinale come le modifiche del microbiota intestinale, le alterazioni dello strato 
mucoso e i danni a carico dell’epitelio, con conseguente traslocazione del contenuto 
luminale negli strati interni delle cellule epiteliali intestinali. Il microbiota intestinale 
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interagisce strettamente con l’epitelio intestinale, con il sistema immunitario e nervoso, 
formando l'asse batteri-intestino-cervello. La rottura dell'equilibrio finemente 
sintonizzato tra microbiota e ospite è chiamato disbiosi e può contribuire alla perdita di 
integrità epiteliale, all'aumento della permeabilità intestinale (PI) e all'indebolimento dei 
meccanismi di difesa. A seguito di aumento dell'PI indotto da disbiosi, batteri, prodotti e 
metaboliti, come LPS, possono permeare la barriera epiteliale innescando una risposta 
infiammatoria [1]. I difetti della barriera intestinale, che includono l’aumento della 
permeabilità epiteliale, promuovono il trasferimento di antigeni degli alimenti o batterici 
attraverso la mucosa intestinale, alterando le risposte delle cellule immuni della 
mucosa stessa ed inducendo infiammazione locale e sistemica. Le citochine 
pro-infiammatorie prodotte localmente possono anche indurre disregolazione delle tight 
junctions, coinvolte nel controllo del flusso paracellulare, inducendo un circolo vizioso 
locale pro-infiammatorio. 

La sindrome da alterata permeabilità intestinale (leaky gut) che ne deriva non concerne 
soltanto le patologie gastrointestinali, ma si estende anche a patologie metaboliche, 
come per esempio la obesità. Un recente studio di Genser et al. ha dimostrato che i 
pazienti obesi manifestano alterazioni delle “tight junctions” a carico dell’epitelio del 
digiuno, che si associano ad aumento dei livelli circolanti di sostanze quali la zonulina e 
la LPS-binding globulin, tipico delle alterazioni della barriera intestinale, e simultanea 
riduzione delle concentrazioni ematiche di sostanze quali la occludina e tricellulina [2]. 
Non vi sono dati chiari circa la relazione tra permeabilità intestinale e composizione 
corporea nei soggetti obesi. Alcuni studi hanno dimostrato un’associazione tra 
aumentata PI e lo stato d’insulino-resistenza e le alterazioni metaboliche e 
cardiovascolari proprie della sindrome metabolica [3]. E’ interessante il dato che la 
resistenza all’azione dell’insulina è associata ad alterata permeabilità intestinale, anche 
indipendentemente dall’effetto della obesità sullo sviluppo della insulino-resistenza [4]. 
Per completezza, merita di essere riferito che non tutti gli studi condotti in pazienti 
obesi hanno osservato alterazioni della funzione della barriera intestinale ed aumento 
delle endotossine circolanti. Per quanto attiene agli effetti della restrizione calorica in 
tale ambito, uno studio ha esaminato gli effetti di un mese di trattamento con la very 
low calorie diet (800 kcal/die), dimostrando che questa ha indotto una riduzione della PI 
e dello stato infiammatorio generalizzato [5]. Non vi sono invece dati disponibili circa i 
possibili effetti della dieta chetogenica, modello caratterizzato da una quantità di 
carboidrati inferiore a 50 grammi al giorno e che induce un incremento della sensibilità 
insulinica epatica, indipendentemente dall’effetto della dieta ipocalorica e della perdita 
di peso [6]. 
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La funzione e l'integrità della barriera intestinale possono essere misurate in modi 
diversi. Le tecniche utilizzati per queste valutazioni variano a seconda dell’ambiente 
(misurazioni in vitro vs in vivo), la specie (umani o animali), le molecole marker 
utilizzate (ioni, carboidrati di diverse dimensioni, macromolecole e antigeni, prodotti 
batterici), e i compartimenti utilizzati per la misurazione delle molecole marker (sangue 
o urina) [7]. Ciascuno metodo è specifico per una determinata sezione del tratto 
gastrointestinale e misura diversi aspetti funzionali e di integrità epiteliale dell'intestino. 
Valutazioni in vivo relative alla permeabilità e alla integrità della barriera intestinale 
nell'uomo sono attualmente possibili utilizzando differenti biomarcatori. Uno dei dosaggi 
più utilizzati è il test di permeabilità Lattulosio/Mannitolo, un test quantitativo non 
invasivo che misura direttamente la capacità di due molecole di zucchero non 
metabolizzate, lattulosio e mannitolo, di permeare la mucosa intestinale. Il lattulosio, un 
disaccaride, è assorbito attraverso le giunzioni cellulari, mentre il mannitolo, un 
monosaccaride, è assorbito maggiormente attraverso le membrane delle cellule 
epiteliali. Una volta assorbiti, questi zuccheri vengono escreti non metabolizzati nelle 
urine, e la loro percentuale di escrezione è determinata mediante una metodica 
cromatografica. Il rapporto elevato Lattulosio/Mannitolo è un indicatore di disfunzione 
della permeabilità dell’intestino tenue. Altri zuccheri utilizzati per valutare la funzione di 
barriera intestinale includono il sucralosio e il saccarosio ed anche questi sono misurati 
nelle urine dopo somministrazione di una dose orale. Il grado di assorbimento del 
saccarosio e la sua successiva escrezione correla con la permeabilità 
gastroduodenale. Il sucralosio è resistente al metabolismo batterico nel colon e quindi 
è stato utilizzato per misurare la permeabilità del colon [8]. 

La barriera intestinale può essere considerata un sistema dinamico che risponde anche 
a segnali umorali e una pletora di differenti molecole è stata, a vario titolo, chiamata in 
causa. La zonulina è un peptide GI in grado di modulare la funzionalità delle tight 
junctions (TJs). E’ stato dimostrato che i livelli di zonulina sierica correlano con l’entità 
della compromissione della barriera mucosale. II danno cellulare e/o delle TJs può 
avere un notevole impatto sulla corretta funzione della PI. Le I-FABPs (intestinal-fatty 
acid binding proteins) sono proteine citosoliche presenti nelle cellule epiteliali deputate 
al trasporto degli acidi grassi. Possono essere rilasciate in circolo in seguito alla perdita 
dell’integrità di membrana e sono rapidamente eliminate con le urine; pertanto, esse 
rappresentano markers non invasivi di danno precoce a livello cellulare dell’epitelio 
intestinale. Allo stesso modo, la diamina ossidasi (DAO), un enzima intracellulare con 
elevato livello di attività nello strato superiore dei villi intestinali, è considerata un 
marker sierico di integrità dell'epitelio intestinale [9]. 
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Le alterazioni della funzione di barriera possono favorire l’ingresso dei batteri e dei loro 
prodotti. Il lipopolisaccaride (LPS), componente predominante nella parete cellulare dei 
batteri Gram-negativi, è risultato in grado di influenzare la funzione di barriera. In 
condizioni fisiologiche, LPS non è in grado di attraversare l’epitelio integro, ma, in 
presenza di una ridotta integrità epiteliale, riesce a attraversare la barriera GI. [10]. Il 
triptofano è un aminoacido essenziale, in quanto non è sintetizzato dall’uomo, ed i 
batteri commensali lo catabolizzano in diversi derivati, che vengono assorbiti 
dall'intestino ed eliminati con le urine. Due di questi composti, indossil solfato (altrimenti 
noto come indicano) e 3-metil-indolo (scatolo), sono attualmente utilizzati per formulare 
la diagnosi di disbiosi del piccolo intestino e del colon, rispettivamente [11]. 

E’ stato suggerito che un’alterazione della barriera intestinale possa contribuire alla 
patogenesi della steatosi epatica non alcolica (NAFLD), patologia fortemente correlata 
alla obesità [3]. In particolare, la maggiore esposizione epatica ai LPS batterici, derivati 
dalla eccessiva crescita di batteri gram-negativi e traslocati a seguito della maggiore 
permeabilità intestinale, favorirebbe la NAFLD dei pazienti con obesità [12]. Non sono 
disponibili chiare informazioni circa la relazione tra permeabilità intestinale e sia il 
grado di steatosi e sia il grado di una eventuale fibrosi nei soggetti con obesità. Infine, 
per quanto attiene ai modelli di dieta, studi recenti suggeriscono che gli individui che 
hanno una minore aderenza alla dieta mediterranea presentano una maggiore 
permeabilità intestinale. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: 

Analizzare la influenza della obesità sulla permeabilità intestinale e sui diversi fenotipi 
di epatopatia (NAFLD, NASH), in termini di prevalenza e di effect size, in una 
popolazione di soggetti sani in eccesso ponderale. 

Obiettivo specifico 2: 

Valutare l’impatto di un intervento dietetico di tipo ipocalorico e chetogenico, della 
durata di 6 settimane, sulle pathways coinvolte nella comparsa e nella progressione 
delle condizioni sopracitate (alterata permeabilità intestinale e fenotipi di epatopatia) 
nonché sui fattori di rischio ad esse associati. 
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RISULTATI ATTESI 

1)​ L’aumento del grado di obesità e del grasso addominale si associa ad un 
incremento della prevalenza e della gravità dell’aumento della permeabilità intestinale. 

2)​ L’incremento del grado di obesità e del grasso addominale si associa ad un 
aumento della prevalenza e della gravità della steatosi e della fibrosi 

3)​ L’incremento della permeabilità intestinale si associa ad un aumento della 
prevalenza e della gravità della steatosi e della fibrosi 

4)​ L’aumento dei livelli circolanti dei fattori proinfiammatori e delle adipochine si 
associa ad una maggiore prevalenza e gravità dell’incremento della permeabilità e 
della steatosi epatica 

5)​ L’aumento dei livelli circolanti dei fattori profibrotici si associa ad una maggiore 
prevalenza e gravità della fibrosi epatica 

6)​ L’aumento dell’aderenza alla dieta mediterranea si associa ad una minore 
prevalenza e gravità sia dell’alterata permeabilità intestinale sia di steatosi e fibrosi 
epatica 

7)​ La dieta chetogenica riduce il grado di alterazione sia della permeabilità intestinale 
sia della steatosi e fibrosi epatica 

 

INNOVAZIONI 

1)​ nessuno studio è stato sinora realizzato in soggetti obesi sani, ossia che non 
assumo alcun farmaco in maniera cronica, al fine di esaminare simultaneamente 
permeabilità intestinale e steatosi e fibrosi epatica (mediante fibroscan) 

2)​ nessuno studio è stato sinora realizzato in soggetti obesi sani al fine di esaminare la 
relazione tra permeabilità intestinale o steatosi e fibrosi epatica (mediante fibroscan) e 
variabili antropometriche, composizione corporea, parametri metabolici, marcatori 
d’infiammazione, adipochine, fattori profibrotici ed antifibrotici 

3)​ nessuno studio ha sinora esaminato gli effetti della dieta chetogenica sulla 
permeabilità intestinale o sulla steatosi o fibrosi epatica in soggetti obesi 
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INTRODUZIONE  

La steatosi epatica associata a disfunzione metabolica (NAFLD), è la malattia epatica 
cronica più comune al mondo. 

La perdita di peso attraverso cambiamenti nello stile di vita è l’attuale strategia 
terapeutica nutrizionale basata sull’evidenza [1]. Linee guida, come l’American 
Association for the Study of Liver Disease (AASLD), non hanno formulato alcuna 
raccomandazione dietetica specifica per la NAFLD. L’Associazione Europea per lo 
Studio del Fegato (EASL) raccomanda una composizione in macronutrienti che sia in 
linea con la dieta mediterranea [2]. In una recente revisione è emerso che le diete 
caratterizzate da grande consumo di vegetali, ridotto contenuto di acidi grassi saturi, 
carni lavorate e carboidrati raffinati sono la DASH, la dieta mediterranea, vegetariana e 
vegana [3]. Nello specifico molti studi supportano la dieta mediterranea (MD) a basso 
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indice glicemico (IG) [4] che è definita come una dieta caratterizzata da un elevato 
apporto di frutta e verdura, legumi, cereali integrali e un elevato apporto di acidi grassi 
monoinsaturi (MUFA), ed è associata a un minor rischio di malattie croniche [5]. Infatti, 
sono stati dimostrati i benefici della MD a basso IG in molte patologie come sindrome 
metabolica, diabete mellito di tipo 2 e malattie cardiovascolari. Queste condizioni 
solitamente coesistono e hanno una relazione fisiopatologica con la NAFLD [6,7]. 
Inoltre, l’adesione alla MD a basso IG è stata correlata a una NAFLD meno avanzata e 
a un minor rischio di sviluppare sindrome metabolica [8]. La dieta MD a basso IG può 
migliorare la NAFLD riducendo il grasso epatico e la resistenza all’insulina [9,10]. 

In assenza di terapie farmacologiche approvate per il trattamento della NAFLD, le linee 
guida cliniche europee considerano gli interventi sullo stile di vita, compresi i 
cambiamenti nella dieta ed esercizio fisico regolare, come la migliore strategia 
terapeutica per la gestione dei pazienti con NAFLD [11,12]. Studi ancor più recenti 
prendono in considerazione il digiuno intermittente (Intermittent fasting, IF) come 
potente modulatore dell’infiammazione sistemica con conseguenze positive nella 
riduzione della steatosi epatica. 

Il digiuno intermittente (IF) è un intervento dietetico che prevede intervalli periodici di 
astinenza completa o quasi completa dal cibo e dai liquidi contenenti energia. La 
pratica dell'IF è stata eseguita fin dai tempi delle prime civiltà, principalmente per 
ragioni religiose o culturali [13]. L’IF ha dimostrato i benefici per la salute senza perdita 
di peso nel cancro [14,15], nelle malattie cardiovascolari [15] e nelle funzioni cognitive 
e cerebrali [16]. 

Studi osservazionali hanno riportato benefici metabolici dell’IF, tra cui perdita di peso 
[17], miglioramento dell’emoglobina glicosilata [17], diminuzione del rischio aterogenico 
[18,19], miglioramento delle citochine circolanti [18,19] e proliferazione delle cellule 
immunitarie [20]. 

Altri studi interventistici hanno riportato perdita di peso [21], miglioramento della 
resistenza all’insulina [20], riduzione dello stress ossidativo [21,22], miglioramenti del 
colesterolo sierico e dei trigliceridi [22] e diminuzione dei livelli di marcatori infiammatori 
sistemici [23] inclusi i fattori di necrosi tumorale (TNF)-α e fattori neurotrofici derivati dal 
cervello [22]. Una revisione generale di 11 meta-analisi, tra cui un totale di 130 studi 
controllati randomizzati (RCT) con gruppi di confronto assegnati a restrizione 
energetica continua o dieta regolare, ha riportato che l’IF era associato alla perdita di 
peso, ad una riduzione della massa grassa e a miglioramenti dei lipidi nel sangue, della 
glicemia e dell’insulina a digiuno, della pressione sanguigna e della proteina C-reattiva 
[24]. 
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Sebbene lo schema classico del digiuno intermittente preveda 16 ore di digiuno e 8 ore 
di feeding, sono presenti in letteratura studi che supportano l’efficacia del digiuno 
notturno protratto per 13 ore [25]. 

Infatti, uno studio osservazionale pubblicato su JAMA Oncology, ha preso in 
considerazione una coorte di 2.413 donne (età media 52.4 anni [DS 8.9]) sottoposte ad 
un digiuno di 12.5 (DS 1.7) ore a notte. Nei modelli di regressione dei rischi 
proporzionali di Cox con misure ripetute, il digiuno inferiore a 13 ore a notte (i 2 terzili 
inferiori di distribuzione di digiuno notturno) era associato ad un aumento del rischio di 
recidiva rispetto a 13 o più ore di digiuno (Hazard Ratio, HR 1.36; 95% CI, 1.05-1.76). Il 
digiuno notturno per meno di 13 ore non era associato ad un maggiore rischio di 
mortalità per cancro al seno (HR 1.21; 95% CI, 0.91-1.60) né ad un maggiore rischio di 
mortalità per tutte le cause (HR 1.22; 95% CI, 0.95-1.56). Nei modelli di regressione 
lineare multivariata, ogni aumento di 2 ore del digiuno notturno era associato a livelli di 
emoglobina A1c significativamente inferiori (β = -0.37; 95% CI, - 0.72-0.01) e a una 
durata più lunga del sonno notturno (β = 0.20; 95% CI, 0.14-0.26) [26]. 

Quindi, sulla base dei risultati di numerosi studi [27,28,29,30,31], si può ipotizzare che 
l’IF conferirebbe benefici metabolici e probabili benefici clinici ai pazienti con NAFLD. 

Infine, studi recenti suggeriscono che la modifica del microbiota intestinale può essere 
una nuova strategia per prevenire o trattare la NAFLD [32,33,34]. 

I benefici apportati al microbiota dal largo consumo di fibre e da uno scarso apporto di 
proteine animali, testimoniato dall’analisi di campioni fecali, è ben noto in letteratura 
(35,36,37). 

È stato stimato che nell’intestino sono presenti 10 volte più microrganismi (oltre 1.014) 
rispetto al numero di cellule umane [38]. 

Questi microrganismi sono associati alla regolazione del metabolismo dell'ospite, 
dell'immunità e delle malattie. Il microbioma intestinale svolge un ruolo fondamentale 
nello sviluppo e nella progressione della NAFLD attraverso l’asse intestino-fegato [39]. 

L’assunzione a lungo termine di una dieta non sana (ad esempio ricca di grassi saturi o 
fruttosio) causa una disbiosi del microbiota intestinale che a sua volta determina la 
perdita della funzione di barriera e dell’omeostasi immunitaria a cui si aggiungono i 
componenti e i metaboliti derivati dai batteri, che vengono trasportati al fegato 
attraverso la vena porta [40]. 

Infatti, una varietà di cellule immunitarie (ad esempio, cellule di Kupffer e cellule stellate 
epatiche) risiedono nel fegato e fanno fronte ai fattori proinfiammatori derivati 
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dall’intestino come il lipopolisaccaride, il peptidoglicano e l’acido lipoteicoico (LTA). Le 
cellule immunitarie iperattivate, indotte dai prodotti generati dai batteri, possono 
provocare danni al fegato, infiammazioni e fibrosi provocando e/o accelerando così lo 
sviluppo della NAFLD. D’altra parte, metaboliti come gli acidi grassi a catena corta 
(SCFA), gli acidi biliari, i metaboliti del triptofano, i carotenoidi e i composti fenolici dei 
batteri intestinali possono migliorare le risposte infiammatorie, il danno ossidativo e la 
lipogenesi nel tessuto epatico. 

Pertanto, il microbiota intestinale è considerato l’elemento chiave che regola il 
processo patologico della NAFLD. [41]. 

La diffusione di tecniche di sequenziamento high-throughput ha apportato notevoli 
sviluppi nello studio del genoma umano e batterico, che consentono di produrre enormi 
quantità di sequenze ad un costo minore e ad una velocità superiore rispetto alle 
tecniche precedenti. Si possono infatti ottenere fino a 20 milioni di basi in 
contemporanea, rendendo tali tecnologie adatte a sequenziare genomi sempre più 
grandi. 

Inoltre, attualmente sono disponibili tecniche di metabolomica in grado di fornire una 
visione integrata della biochimica di un organismo complesso. Con il rapido sviluppo di 
tecniche molecolari come la gascromatografia abbinata alla spettrometria di massa e 
microestrazione in fase solida (GC-MS/SPME) è possibile raccogliere una grande mole 
di dati sui nutrienti e metaboliti presenti nei campioni fecali ed urinari. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo 1: 

Valutare la variazione dello score della steatosi epatica dopo 4 mesi di DM a basso IG 
e IF (14/10 DM a basso IG) 

Obiettivo 2:  

Valutare​ la​ variazione​ della​ composizione​ corporea​ rilevata​
mendiate​DEXA​ed​ esame bioimpedenziometrico 

Obiettivo 3: 

Valutare la variazione delle analisi cliniche: glicemia, emoglobina glicata, insulina, 
azotemia, creatinina, colesterolo totale, colesterolo LDL, colesterolo HDL, trigliceridi, 
urato, AST, ALT, gamma GT, proteine totali, elettroforesi proteica, PCR ad alta 
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sensibilità, TSH, FT3, FT4, emocromo, ferritina, vitamina D, prolattina, cortisolo, esami 
urine, raccolte delle urine per 12 ore, curva glicemica da carico (con 5 determinazioni: 
0, 30, 60, 90, 120‖) e curva insulinemica da carico (con 5 determinazioni: 0, 30, 60, 90, 
120‖) 

Obiettivo 4: 

Valutare la variazione degli indici infiammatori (IL 1, 4, 6, 8, 10, CK18 e TNFα) 

Obiettivo 5: 

Valutare la variazione del microbiota intestinale e dei composti volatili mediante 
metabolomica 

  

DATI PRELIMINARI 

Attualmente nessuna terapia farmacologica risulta efficace per la cura della NAFLD. 

Linee guida cliniche europee considerano gli interventi sullo stile di vita, compresi i 
cambiamenti nella dieta, come la migliore strategia terapeutica per i pazienti con 
NAFLD. 

Numerose evidenze scientifiche hanno confermato l’importante ruolo della DM a basso 
IG nel ridurre lo score di steatosi epatica riducendo il grasso epatico e la resistenza 
insulinica. 

Studi ancor più recenti prendono in considerazione l’IF come potente modulatore 
dell’infiammazione sistemica con conseguenze positive nella riduzione della steatosi 
epatica. 

Lo schema classico del digiuno intermittente prevede 16 ore di digiuno e 8 ore di 
feeding, tuttavia, sono presenti in letteratura studi che supportano l’efficacia del digiuno 
notturno protratto per 13 ore. 

Infine, numerosi studi suggeriscono che la modifica del microbiota intestinale può 
essere una nuova strategia per prevenire o trattare la NAFLD. 

I microrganismi dell’intestino, infatti, sono associati alla regolazione del metabolismo 
dell'ospite, dell'immunità e delle malattie e svolgono un ruolo fondamentale nello 
sviluppo e nella progressione della NAFLD attraverso l’asse intestino-fegato. 
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Attualmente sono disponibili tecniche di metabolomica in grado di fornire una visione 
integrata della biochimica di un organismo complesso. 

Alla luce di questi dati della letteratura, modulare la strategia dietetica da somministrare 
al paziente potrebbe rivelarsi un vero e proprio mezzo terapeutico e preventivo nei 
confronti della NAFLD. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE  

Trial clinico interventistico, randomizzato a 2 bracci e controllato, che prevede 
l’arruolamento di 60 soggetti (30 per ciascun braccio), assegnati in modo casuale ai 
due gruppi di studio: DM a basso IG e IF 14 ore di digiuno notturno/10 ore di feeding 
con DM a basso IG. 

La dimensione del campione è stata calcolata in base alla variazione del punteggio di 
fibrosi dopo un digiuno intermittente (16/8) come descritto nell’ articolo già presente in 
letteratura [Kord-Varkaneh H.; Salehi-Sahlabadi  A.;  Tinsley G.M.,  et  al.  ―Effects  of  
time-restricted  feeding  (16/8) combined  with  a low-sugar diet on the management of 
non-alcoholic fatty liver disease: A randomized controlled trial‖ Nutrition. 2023, 105, 
111847]. È stata scelta una potenza dell'80% e un livello di significatività di 0,05 a due 
code e la dimensione totale del campione è stata stabilita in circa 60 pazienti, 30 per 
braccio. 

La durata dell’intervento nutrizionale è pari a 4 mesi ed i criteri di inclusione prevedono 
un’età compresa tra 30 e 65 anni, NAFLD di grado medio/severo, BMI compreso tra 25 
e 35 (soggetti che presentano una buona risoluzione di immagini al Fibroscan). 

Sono esclusi i soggetti con diabete trattato con insulina, steatosi epatica legata al 
consumo di alcol, malattie infiammatorie croniche intestinali ed oncologiche, obesità 
viscerale che non consente una buona risoluzione delle immagini al Fibroscan, soggetti 
in gravi condizioni mediche che possono compromettere la partecipazione al trial, 
persone che seguono una dieta speciale o incapaci di seguire una dieta per motivi 
religiosi o di altro genere. 

 

Al T0 e T2 (dopo 4 mesi) tutti i soggetti arruolati dovranno sottoporsi ai seguenti esami: 

-​ rilevazione dei parametri antropometrici: peso, altezza, circonferenza vita, fianchi, 
collo e polso, 
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-​ valutazione della composizione corporea mediante esame bioimpedenziometrico, 

-​ valutazione della composizione corporea mediante DEXA, 

-​ valutazione del grado di steatosi epatica mediante fibroscan, 

-​ analisi cliniche: glicemia, emoglobina glicata, insulina, azotemia, creatinina, 
colesterolo totale, colesterolo LDL, colesterolo HDL, trigliceridi, urato, AST, ALT, 
gamma GT, proteine totali, elettroforesi proteica, PCR ad alta sensibilità, TSH, FT3, 
FT4, emocromo, ferritina, vitamina D, prolattina, cortisolo, esami urine, raccolte delle 
urine per 12 ore, 

-​ curva da carico glicemica e insulinemica (OGTT) con 5 determinazioni ai tempi 0, 
30, 60, 90, 120 minuti, 

-​ prelievo di campione fecale e urinario per analisi del microbiota intestinale e 
metabolomica, 

-​ somministrazione di uno dei due tipi di dieta (DM a basso IG e IF 14/10 DM a basso 
IG) (solo al T0), 

-​ somministrazione di un diario in cui il soggetto annoterà quotidianamente gli 
alimenti assunti ed eventuale attività fisica praticata (solo al T0). 

E’ previsto un controllo intermedio, dopo 2 mesi dall’inizio dell’intervento dietetico (T1), 
in cui verranno valutati il diario alimentare e i parametri antropometrici al fine di rilevare 
l’aderenza al piano alimentare. 

Verranno effettuate analisi per la caratterizzazione e studio del microbiota intestinale, 
metabolomica ed analisi statistiche relativa alle variazioni dei singoli parametri oggetto 
di studio. Nello specifico: 

-​ l’analisi del microbiota intestinale prevede 2 step: il primo consiste  nel processare i 
campioni biologici ed estrarne il DNA, mentre in un secondo momento esso viene 
sequenziato, in modo da trovare l’ordine delle basi nucleiche lungo la catena di DNA. 
Attualmente lo sviluppo delle tecniche di sequenziamento high-throughput hanno 
portato a progressi notevoli in quest’ambito grazie ai principali vantaggi legati alla 
capacità di produrre centinaia di milioni di read in breve tempo poiché si effettua il 
sequenziamento di un solo gene (il 16S del DNA ribosomiale) che, essendo specifico 
delle specie batteriche, ne consente la discriminazione; seguirà poi l’analisi 
bioinformatica dei risultati delle analisi di metagenomica; 
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-​ determinazione dell’intero spettro dei metaboliti presenti in un ambiente mediante 
tecniche di metabolomica in grado di fornire una visione integrata della biochimica di un 
organismo complesso. Con il rapido sviluppo di tecniche molecolari come la 
gascromatografia abbinata alla spettrometria di massa e microestrazione in fase solida 
(GC-MS/SPME) è possibile raccogliere una grande mole di dati sui nutrienti e 
metaboliti presenti nei campioni fecali ed urinari. Risulta interessante confrontare la 
produzione di composti volatili (o Short Chain Fatty Acid) prodotti in seguito alla 
somministrazione delle due differenti diete; 

-​ analisi bioinformatica dei risultati di metagenomica e metabolomica; 

-​ analisi statistica relativa alle variazioni dei singoli parametri oggetto di studio (esami 
clinico- laboratoristici, parametri antropometrici, score di steatosi epatica ecc..) per 
individuare l’effetto delle singole diete sul soggetto e le eventuali differenze esistenti tra 
i due tipi di interventi, verrà eseguita tramite ―Generalized Estimating Equation‖ 
(GEE). I modelli GEE sono particolarmente utili negli studi biomedici per stimare le 
variazioni medie dei valori dei biomarcatori controllando per le covariate e consentendo 
di scegliere la miglior struttura di correlazione dei dati (misure ripetute su ciascun 
soggetto). La selezione del modello sarà effettuata utilizzando strumenti diagnostici che 
consentono di scegliere l'insieme di covariate più performante, le strutture di 
correlazione più efficaci e tutte le opzioni SE/robust. Dopo l’applicazione dei modelli 
GEE verranno utilizzate i comandi di post-stima per ottenere predizioni e graficare i 
dati. Le analisi verranno effettuate con il Software STATA 18.0. 

 

RISULTATI ATTESI 

 Endpoint primario: miglioramento dello score della NAFLD dopo 4 mesi di IF 14/10. 

Endpoint secondari: 

-​ miglioramento dei parametri antropometrici dopo 4 mesi di IF 14/10; 

-​ miglioramento delle analisi cliniche e degli indici infiammatori dopo 4 mesi di IF 
14/10; 

-​ miglioramento della composizione del microbiota intestinale e dei composti organici 
volatili rilevati mediante metabolomica dopo 4 mesi di IF 14/10. 
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INTRODUZIONE  

La senescenza cellulare è un processo biologico in cui le cellule, in presenza di 
determinati stimoli, smettono di replicarsi e vanno incontro a modificazioni morfologiche 
e funzionali. Potrebbe essere considerato un meccanismo di difesa della cellula, ma 
sembra essere anche correlato all’invecchiamento e all’insorgenza di patologie legate 
all’età.  

La senescenza cellulare è un processo dinamico ed eterogeneo, nel quale vengono 
prodotte molecole specifiche ad attività pro-infiammatoria, che accumulandosi nei 
tessuti possono essere la causa dell’insorgenza di patologie come l’Alzheimer, 
l’aterosclerosi e il cancro. Le cellule senescenti sono caratterizzate da alterazioni 
morfologiche, danni strutturali a carico della membrana nucleare e soprattutto 
possiedono aumentata espressione di citochine infiammatorie, fattori di crescita e 
proteasi, che insieme vanno a costituire il SASP (Senescence-Associated Secretory 
Phenotype). Questo specifico fenotipo cellulare, strettamente associato ad alterazioni 
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delle normali funzioni cellulari, è in grado di agire anche in maniera paracrina, 
causando danni tissutali e di organo. L’infiammazione causata da SASP ha un ruolo 
chiave nello sviluppo di alterazioni a livello della matrice extracellulare che portano alla 
progressione di patologie infiammatorie croniche e/o degenerative. Le cellule 
senescenti diventano più suscettibili ad ulteriori deterioramenti quando sottoposti ad 
agenti “stressori” e quindi non sorprende l’idea che le cellule senescenti possono 
essere prodotte dalla patologia stessa. Alla luce di queste premesse, l’uso di farmaci 
senolitici capaci di indurre selettivamente la morte delle cellule “invecchiate” (apoptosi 
selettiva) può essere considerato uno strumento utile per intervenire nel trattamento di 
patologie croniche legate all’invecchiamento. La rimozione delle cellule senescenti 
potrebbe evitare la loro trasformazione in senso neoplastico; i farmaci senolitici, come il 
dasatinib, un inibitore delle fosfochinasi, si è dimostrato abile a migliorare le funzioni 
cardiache e vascolari in un modello animale di invecchiamento cellulare. 

Recentemente, la senescenza cellulare è stata associata alla patologia epatica umana, 
infatti la senescenza negli epatociti causa modificazioni del profilo secretorio delle 
cellule epatiche che promuove la migrazione dei macrofagi e l’aumento della steatosi. 
Inoltre, diversi studi hanno dimostrato la stretta relazione tra senescenza epatica e 
progressione clinica della NAFLD in NASH, dovuto ad un aumento della sintesi del 
glucosio, dell’ossidazione degli acid grassi, associati ad alterazioni a carico del 
metabolismo lipidico. Questi dati sperimentali supportano lo sviluppo di nuove terapie 
che hanno come target le cellule senescenti per il trattamento della NASH. 

Molti principi attivi estratti da vegetali possiedono proprietà senolitiche; la quercetina, 
ad esempio, principio attivo di alimenti come mele, cipolle, capperi, etc.è un potente 
antinfiammatorio con spiccate proprietà senolitiche. La genisteina, allo stesso modo, 
possiede un’ampia gamma di proprietà farmacologiche: induce l’apoptosi di cellule 
senescenti e l’inibizione della proliferazione cellulare. Un'altra molecola utilizzata come 
farmaco naturale per la rimozione delle cellule senescenti è il resveratrolo, composto 
presente soprattutto nell’uva e nel vino, dotato di proprietà antiossidanti. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

Obiettivo specifico 1: studiare gli effetti di molecole senolitiche naturali in vitro su linee 
cellulari di carcinoma colorettale ed epatico. Lo studio sulle cellule in coltura consentirà 
di valutare, gli effetti dei senolitici sui principali biomarcatori di senescenza cellulare. 
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Obiettivo specifico 2: valutare gli effetti del trattamento con senolitici sull’attività 
metabolica delle cellule trattate, studiando in particolare i pathways coinvolti nel 
metabolismo lipidico, glucidico ed energetico. 

Obiettivo specifico 3: valutare gli effetti dei senolitici naturali sulla variazione del profilo 
lipidomico della membrana cellulare. 

Obiettivo 1: 

La senescenza delle cellule SW480 ed HepG2 sarà indotta con Doxorubicina alla 
concentrazione di 75 nM. Le cellule senescenti saranno caratterizzate per i loro 
cambiamenti morfologici, produzione di ROS e presenza di alte concentrazioni di 
beta-Galattosidasi. Successivamente, le cellule saranno trattate con diverse 
concentrazioni di Quercetina e/o Resveratrolo (senolitici naturali, nel range 20-100 µM) 
e confrontati con farmaci noti per la loro attività senolitica (Dasatinib, K5, etc.). Gli 
effetti dei senolitici naturali saranno valutati studiando i livelli dei principali biomarcatori 
di senescenza cellulare.  

Obiettivo 2: 

Lo studio del metabolismo cellulare dopo trattamento con i farmaci senolitici sarà 
effettuata studiando i principali metaboliti della glicolisi e del pathway degli acidi grassi 
attraverso l’analisi del metabolismo energetico della cellula. 

Obiettivo 3: 

Le cellule in coltura trattate con i senolitici saranno sottoposte ad analisi lipidomica per 
valutare possibili cambiamenti del profilo lipidomico di membrana. 

 

DATI PRELIMINARI 

E’ Noto che i polifenoli sono in grado di modulare la crescita e la proliferazione di linee 
cellulari in coltura. Studi nel nostro laboratorio hanno dimostrato che i principali 
polifenoli dell’olio d’oliva l’idrossitirosolo e l’oleuropeina, cosi come una miscela di 
polifenoli estratti dall’uva sono in grado di ridurre la proliferazione delle cellule tumorali 
in maniera significativa, bloccando le cellule nella fase S del loro ciclo cellulare. Gli 
effetti antiproliferativi dei polifenoli dell’olio d’oliva sono stati anche dimostrati su un 
modello animale di carcinogenesi colo-rettale, inibendo la crescita e lo sviluppo dei 
polipi intestinali in topi APCMin+.  
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Lo studio con i polifenoli dell’uva ha dimostrato la capacità di questi polifenoli di inibire 
la proliferazione e la crescita di cellule di adenocarcinoma colorettale, così come 
influenzare la morfologia delle stesse cellule, inibendo la loro capacità di migrazione. 
Inoltre, anche il trial clinico effettuato con uva ha dimostrato che l’assunzione 
giornaliera di uva ha effetti antitrombotici ed è in grado di modificare il profilo lipidomico 
dei soggetti trattati con una dieta arricchita di uva. In particolare, l’uva nella dieta, 
determinava la down-regolazione dell’espressione sierica dei miRNAs, 
metabolicamente correlati al “metabolismo del cancro del tratto gastroenterico”.  

Gli studi di lipidomica effettuati nel nostro laboratorio hanno dimostrato che alterazioni 
del profilo lipidomico delle membrane cellulari siano strettamente associate all’aumento 
della loro attività proliferativa e a deficit funzionali. Pertanto, qualsiasi intervento che 
vada a migliorare i livelli dei lipidi nelle membrane si traduce in un vantaggio funzionale 
della singola cellula e dell’intero organismo. 

Infine, sono in corso nel nostro laboratorio esperimenti in vitro finalizzati a studiare gli 
effetti di una miscela polifenolica di un sottoprodotto della filiera vitivinicola, la 
cosiddetta vinaccia. La vinaccia ha dimostrato attività antiproliferativa e pro-apoptotica 
in cellule umane di carcinoma colorettale.  

Alla luce di queste evidenze sperimentali, testare le capacità senolitiche di molecole 
naturali, quali la quercetina che è un flavonoide appartenente alla classe dei flavonoli, e 
il resveratrolo, molecola polifenolica non flavonoide, sarà interessate per elucidare i 
meccanismi molecolari che correlano la dieta e lo sviluppo di patologie neoplastiche 
gastrointestinali.  

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

Colture cellulari 

Le cellule umane SW480 ed HepG2 saranno coltivate utilizzando un terreno di coltura 
specifico ed incubate a 37°C e in presenza del 5% di CO2. La senescenza cellulare 
sarà indotta, secondo protocollo, con doxorubicina per 5 giorni. 

Valutazione della senescenza cellulare 

Lo studio della senescenza sarà effettuato con un pannello di anticorpi capace di 
individuare i principali markers di senescenza cellulare. Verranno utilizzati il Kit di 
Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP) Sampler Kit e/o Senescence 
Marker Antibody Sampler Kitforniti dalla Cell Signaling.  
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Trattamento delle cellule 

 Le cellule in coltura verranno trattate con differenti concentrazioni di senolitici naturali 
(quercetina, resveratrolo). Dopo 24 ore e 48 ore di trattamento, le cellule verranno 
pellettate per le analisi di espressione genica e proteica, nonché per valutare il profilo 
lipidomico di membrana. 

Vitalità cellulare 

La citotossicità delle sostanze saggiate negli esperimenti verrà valutata attraverso il 
test colorimetrico 3-(4,5 di-metiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolio bromide (MTT). La 
soluzione di MTT (5mg/ml) viene aggiunta in ogni piastra ad un volume pari a un 
decimo del volume della coltura originaria, e incubata per 2 ore a 37°C in presenza del 
5% di CO2. Alla fine del periodo di incubazione, il medium viene rimosso e i restanti 
cristalli di blu formazano vengono solubilizzati con isopropanolo acido (0.1N HCl). La 
conversione dell’MTT in formazano da parte delle cellule metabolicamente attive viene 
misurata spettrofotometricamente ad una densità ottica di 570 nm. 

Espressione genica e proteica 

L’espressione genica e proteica sarà effettuata su cellule in coltura trattate con i 
senolitici. Saranno valutati i livelli di mRNA e proteine delle principali proteine coinvolte 
nei processi di proliferazione, apoptosi e senescenza cellulare usando rispettivamente 
la PCR quantitativa (qPCR) con SYBR green e l’analisi di Western Blotting.  

L’RNA totale cellulare viene estratto usando il Tri-Reagent (Mol. Res. Center Inc., 
Cincinnati, Ohio, USA). L’RNA totale estratto sarà retrotrascritto. La trascrizione inversa 
(RT) viene effettuata in 20 l di volume finale a 42°C per 30’, usando l’iScript Advanced 
cDNASynthesis kit (Bio-Rad, Milano, Italia). Real-time PCR viene effettuata in 25 l di 
volume finale contenente 2 l di cDNA, la master mix con SYBR Green (iQ SYBR Green 
SupermixBio-Rad, Milano, Italia) e i primers senso e antisenso di ogni gene. Il gene 
della -actina verrà utilizzato come controllo interno e come gene di riferimento in 
quanto housekeeping.  

Per quanto riguarda l’analisi di Western Blotting, le cellule saranno raccolte e lisate in 
ghiaccio in RIPA buffer (Pierce Ripa buffer, ThermoScientific, Rockford, IL, USA). Dopo 
l’omogenizzazione e la centrifugazione a 14000 rpm per 15’ a 4°C, la concentrazione 
delle proteine viene misurata tramite dosaggio Bradford (Bio-Rad, Milano, Italia). 
Aliquote di 50 g di proteine totali sono separate in un 4-12% pre-cast gel di 
poliacrilammide (Invitrogen, Life Technologies, OR, USA) e trasferite su una membrana 
PVDF (Bio-Rad, Milano, Italia) mediante il Transblot Turbo (Bio-Rad, Milano, Italia). 
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L’espressione di tutte le proteine da testare sarà valutata con anticorpi specifici e la loro 
rilevazione sarà effettuata mediante chemiluminescenza (ECL, ThermoScientific, 
Rockford, IL, USA) e mediante il Molecular Imager Chemidoc (Bio-Rad, Milano, Italia).  

Analisi lipidomica 

L’analisi lipidomica sarà effettuata sulle membrane delle cellule in coltura. Gli acidi 
grassi, estratti mediante il Fatty Acid Extraction Kit della Sigma Aldrich, saranno 
derivatizzati e analizzati con un gas cromatografo, utilizzando una colonna capillare 
polare di 60 m e un detector tipo FID. I profili lipidici ottenuti saranno individuati 
confrontandoli con cromatogrammi di acidi grassi- metil esteri, usati come standards. 

Studio del metabolismo cellulare 

La valutazione del metabolismo energetico cellulare, così come lo studio 
dell’ossidazione degli acidi grassi e della glicolisi nelle cellule trattate saranno effettuate 
con una piattaforma in real-time. 

Studio della morfologia cellulare 

Lo studio della morfologia delle cellule SW480 ed HepG2 sarà effettuato mediante 
l’utilizzo di un microscopio elettronico a scansione a emissione di campo (FE-SEM). Le 
cellule vengono fissate con 3% gluteraldeide in PBS ed incubate a t.a. in 1% osmium 
tetroxide (OsO4). Dopo diversi lavaggi con 0.005 M di sodium cacodylate pH 7.2, 
vengono idratate con acetone per 10 minuti ed adese usando 208HR High Resolution 
Sputter Coater. Le cellule così fissate vengono osservate al microscopio Zeiss Sigma 
FE-SEM) e le immagini vengono successivamente acquisite a tensione continua 
(constant Extra-High Tension (EHT) in un range di valori da 1.8 a 3 mm.  

Analisi statistica 

I dati saranno presentati come media e SD, salvo diversa indicazione. Le differenze fra 
i gruppi di trattamento saranno analizzate con l’analisi della varianza (ANOVA) e 
Tukey's post test. I valori di P <0.05 saranno considerati statisticamente significativi. 
Per l’analisi statistica sarà utilizzato il software STATA 13. 

 

RISULTATI ATTESI 

•​ Acquisizione di ulteriori conoscenze circa gli aspetti clinici, fisiopatologici e 
molecolari che sono alla base dell’azione dei senolitici naturali. 
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•​ Individuazione di nuovi biomarcatori di senescenza cellulare 

•​ Pubblicazioni scientifiche su riviste con I.F. 

 

INNOVAZIONI 

I risultati attesi dallo studio potrebbero essere rilevanti per la salute umana e fornire la 
base scientifica per validare l’uso di agenti senolitici naturali nel contrastare e prevenire 
i processi di invecchiamento cellulare che predispongono a patologie degenerative e al 
cancro. 
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Area interesse: 1 Diagnostica 

Tipologia progetto: Clinico-Epidemiologica osservazionale 

 

INTRODUZIONE  

L’ obesità è una malattia cronica caratterizzata fenotipicamente da un incremento del 
peso corporeo (BMI>30 kg/m2) ed da una serie di patologie associate [1], come 
ipertensione, diabete, steatosi epatica, che compromettono la sopravvivenza del 
paziente affetto e la sua qualità di vita. L’origine multifattoriale dell’obesità rende la sua 
eziopatologia difficile da gestire con un’unica strategia terapeutica, soprattutto nel 
lungo termine. Un trattamento appropriato affinché il paziente possa godere di un 
notevole calo ponderale è la chirurgia bariatrica. A questo approccio deve essere 
associato un team multidisciplinare (il medico, il dietista, lo psicologo e il chinesiologo) 
affinché il paziente possa migliorare sensibilmente il suo stato di salute. 

L’obesità si associa spesso con patologie epato-biliari, diagnosticate in circa il 75% dei 
pazienti in sovrappeso; fra questi, il 90-95 % è affetto da NAFLD (Non-alcoholic fatty 
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liver disease), ma possono presentarsi anche patologie che coinvolgono la colecisti e i 
dotti biliari [2-5]. 

Ci sono pochi studi che descrivono le complicanze della chirurgia bariatrica in pazienti 
con tali disordini, ma sicuramente le tecniche mininvasive sono da preferire al fine di 
evitare complicanze, decompensazione epatica e mortalità post-operatoria [6-9]. 

Pertanto, le tecniche chirurgiche maggiormente adoperate nella comune pratica clinica 
sono i palloni intragastrici, il by pass gastrico (RYGB) e la sleeve gastrectomy [10]. 

La scelta del medico chirurgo è vincolante alla scelta di un intervento piuttosto che 
dell’altro.  

Ogni paziente obeso che si affaccia dall’Ambulatorio di Nutrizione e con diagnosi di 
patologia epato-biliare (steatosi epatica, calcolosi della colecisti o infiammazione dei 
dotti biliari), diagnosticata mediante ecografia dell’addome completo e Fibroscan, verrà 
indirizzato verso la procedura più idonea al suo status di salute, ed ove questo non sia 
possibile con le tecniche chirurgiche sopra citate, si procederà con il trattamento 
mediante somministrazione di una dieta, perchè questi pazienti hanno un 
comportamento alimentare alterato (iperfagia, gorging, sweet eating, grazing, 
snacking).  

La perdita di peso è solo l’aspetto fenotipico di un cambiamento metabolico che 
interessa la fisiologia cellulare.  

L’analisi lipidomica sarebbe utile, in questo caso per valutare la composizione degli 
acidi grassi e delle membrane di un organismo, nonché comprendere l’alterazione dei 
pathway cellulari coinvolti [11-12]. Al profilo lipidomico si aggiungerà il dosaggio delle 
lipoproteine piccole e dense (sdLDL) che sono più comuni in alcune dislipidemie [13] e 
possono essere ossidate più facilmente rispetto alle LDL più grandi le quali LDL 
ossidate nella parete cellulare, stimolano la produzione di citochine e fattori di crescita, 
con conseguente reclutamento di monociti. 

Da un punto di vista biologico, l’obesità, nonchè l’alterazione del metabolismo, 
comporta oltre ad una variazione del pattern lipidomico, anche del pattern 
infiammatorio, con disregolazione delle citochine circolanti e la modificazione 
dell’espressione dei microRNA circolanti che dalla letteratura emerge siano associate 
all’insulino-resistenza nonché all’alterazione dell’omeostasi del glucosio, e regolatori 
della funzione endrocrina [14]. 

Il tessuto adiposo possiede numerose funzioni endocrine, in grado di stimolare una 
risposta infiammatoria da parte dei linfociti T regolatori e dei macrofagi. L’attivazione di 
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queste cellule immunitarie determina la secrezione di citokine pro-infiammatorie, come 
TNF, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-8 [15-18].  

Nei pazienti obesi è stata osservata la presenza di elevati livelli di citokine 
pro-infiammatorie in circolo, che possono determinare l’instaurarsi di un microambiente 
infiammatorio in diversi distretti corporei [19-21]. Studi in letteratura hanno dimostrato 
che la perdita di peso ottenuta con metodi terapeutici dietetici o chirurgici può produrre 
risultati diversi nella sintesi dei mediatori dell’infiammazione [22]. Pertanto, studi futuri 
si rendono necessari per determinare il ruolo predittivo dei mediatori dell’infiammazione 
nei pazienti sottoposti a intervento di chirurgia bariatrica. 

 

OBIETTIVI SPECIFICI DELLO STUDIO 

L’avvio del progetto comprenderà la stesura del protocollo da sottomettere al Comitato 
Etico per l’eventuale approvazione. 

In un primo step il paziente affetto da sovrappeso o obesità patologica, con associata 
patologia epato-biliare (criterio di inclusione per lo studio stesso), verrà valutato da 
un’equipe multidisciplinare che comprende il medico esperto in obesità, il medico 
chirurgo, il gastroetenrologo, il dietista, il chinesiologo e lo psicologo, seguendo quanto 
descritto nel “Percorso diagnostico terapeutico assistenziale per il Trattamento 
integrato del paziente obeso (P.D.T.A)” dell’ente (Delibera n. 992/2022 del 27/10/2022). 
In seguito allo screening iniziale che consentirà l’inquadramento del paziente dal punto 
di vista clinico, sarà indirizzato alla procedura bariatrica (Gruppo 2 “Caso”) oppure, se 
non idoneo verrà indirizzato verso un percorso nutrizionale (Gruppo 1 “Controllo”). 
Oltre ad una serie di valutazioni basate sulla somministrazione di questionari validati e 
presenti nelle linee guida, i pazienti saranno sottoposti a prelievo ematico, che oltre a 
valutare quantitativamente i parametri ematici clinicamente validati utili per il percorso 
terapeutico, andrà a valutare pattern -omici, infiammatori e i miRNA circolanti. 

La scelta del prelievo ematico e di esami diagnostici è basata sulla propensione del 
paziente a ritornare in un tempo successivo, trattandosi di tecniche non invasive e non 
dolorose. Questo sarà possibile mediante il coordinamento dei laboratori e dei reparti 
dell’IRCCS “S. de Bellis”. 

La valutazione strumentale verterà su una ecografia dell’addome completa, mentre 
l’utilizzo del Fibroscan sarà utile per indagare in maniera più approfondita la 
funzionalità epatica, essendo una tecnica non invasiva e con una buona ripetibilità. 
Infatti, dati pubblicati in letteratura suggeriscono che la CAP (Parametro di 
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Attenuazione Controllata) può essere confrontata persino con la biopsia epatica per la 
quantificazione della steatosi [23-24]. 

Verranno valutati i profili lipidomici quantificandoli con il software Cromequest. Dei 37 
profili, si distingueranno gli acidi grassi saturi (SFA), i monoinsaturi (MUFA) e i 
polinsaturi (PUFA). Inoltre la loro quantificazione, consentirà di calcolare degli indici il 
cui rapporto è dato da particolari acidi grassi, consentendo di valutare il corretto 
funzionamento delle vie biosintetiche. A questi lipidi si aggiungeranno le analisi delle 
lipoproteiene piccole e dense (sdLDL).  

La valutazione delle citochine infiammatorie circolanti, permetterà di classificare i 
gruppi di studio sulla base di un profilo immunologico ben distinto; inoltre, 
l’osservazione longitudinale dei mediatori dell’infiammazione, basata sul follow-up, 
fornirà ai clinici informazioni sullo stato immunologico del paziente nel tempo. I dati 
immunologici saranno poi associati con i parametri clinici e di laboratorio (profili 
lipidomici e valutazione dei miRNA circolanti) al fine di individuare una possibile 
interazione tra i diversi parametri. Infine, l’individuazione di biomarcatori dal possibile 
valore predittivo, getterà le basi per studi futuri sui pazienti obesi con patologie 
epato-biliari, sottoposti a intervento chirurgico, aventi come target terapeutico specifici 
marcatori dell’infiammazione.  

La valutazione dell’espressione miRNA circolanti verrà effettuata mediante array di 
Real-time PCR e ci consentirà di identificare i miRNA differenzialmente espressi tra i 
gruppi analizzati. Si procederà, quindi, con l’individuazione dei target computazionali 
dei miRNA mediante diversi programmi bioinformatici. I livelli di espressione dei miRNA 
identificati saranno, in seguito, associati con i parametri clinici dei pazienti analizzati. 

Obiettivo specifico 1: Valutare la differenza dei parametri lipidomici, immunologici e 
genetici nei pazienti che si sottopongo ad intervento nutrizionale (non idonei 
all’intervento) rispetto a coloro che verranno sottoposti ad intervento di chirurgia 
bariatrica. 

Obiettivo specifico 2: Valutare la variazione dei parametri lipidomici, immunologici e 
genetici durante il follow-up, in entrambi i gruppi. 

Obiettivo specifico 3: Valutare il valore predittivo del patter lipidomico, immunologico e 
di microRNAs, dell’aumento di peso post-intervento in pazienti sottoposti ad intervento 
di chirurgia bariatrica. 

Obiettivo 1: Valutare differenziale dei parametri lipidomici, immunologici e genetici. 
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La prima fase prevede la creazione di due gruppi indipendenti di pazienti che 
afferiscono all’ambulatorio di nutrizione e hanno ricevuto diagnosi di patologia 
epato-biliare. Questa prima valutazione che avverrà con l’ausilio del team 
multidisciplinare, consentirà di valutare se i pazienti saranno indirizzabili verso il 
trattamento nutrizionale o la chirurgia bariatrica. Avendo in letteratura una eterogeneità 
di lavori basati sullo studio di efficacia della chirurgia bariatrica ma pochi su specifici 
profili lipidici che verranno qui analizzati, la grandezza campionaria verrà stimata come 
30 pazienti per braccio ovvero un campione totale di n=60. L’utilizzo di tale strategia 
consente di calcolare seppur in modo fittizio, la grandezza minima del campione, 
rispettando il rigore metodologico del teorema del limite centrale, consentendo cioè, di 
avere almeno teoricamente una distribuzione normale dei parametri analizzati. 

Obiettivo 2: Valutazione dei parametri lipidomici, immunologici e genetici durante il 
follow-up. 

La seconda fase prevederà il dosaggio del profilo lipidomico, immunologico e dei 
miRNA circolanti al fine di cominciare a valutare un possibile cluster di molecole nei 
due bracci di trattamento durante il follow-up. 

Obiettivo 3: Valutazione predittiva dei patter lipidomici, immunologici e microRNA 
circolanti della non perdita di peso del patter lipidomico, immonologico. Dati preliminari: 

L’ultima fase prevederà oltre ad incrementare i dati di follow-up dell’obiettivo 2 anche 
quello di costruire modelli predittivi dell’incremento di peso post-intervento nel gruppo 
dei pazienti trattati ed individuare tra le molecole dosate il predittore migliore o il cluster 
di predittori per predire questo outcome, anche mediante tecniche di machine learning. 

 

DATI PRELIMINARI 

A tutt’oggi essendo un progetto non ancora approvato dal Comitato Etico, non sono 
presenti dati preliminari. Si aggiunge anche l’attivazione ex-novo dell’ambulatorio di 
Chirurgia Bariatrica, nel nostro ente. 

 

METODOLOGIE E ANALISI STATISTICHE 

1) Test diagnostici (ecografia e Fibroscan); 

2) Quantificazione profili lipidici; 
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3) Quantificazione molecole immunologiche, mediante ELISA o citofluorimetria; 

4) valutazione miRNA circolanti mediante array di Real-Time PCR. 

I risultati verranno descritti tramite media e deviazione standard (M±SD) o mediana e 
range, per le variabili quantitative e mediante frequenze e percentuali (%) per le 
categoriche.  

Per confrontare le differenze tra il gruppo di controllo e la categoria di pazienti già 
selezionati sottoposti ad intervento di chirurgia bariatrica, verrà adoperato il test del 
Chi-Quadrato o il test di Fisher quando necessario per le variabili categoriche e verrà 
valutata la scelta di un test parametrico o non parametrico, a seconda della 
distribuzione, per le continue. 

Verranno adoperati test specifici di confronto tra i due gruppi indipendenti per valutare 
la differenza di espressione genica tra i geni valutati. Inoltre, grafici come gli heatmaps 
verranno costruiti per una rappresentazione grafica dei dati genetici a due dimensioni. 
L’analisi per cluster verrà adoperata per valutare la relazione e la co-regolazione della 
funzionalità genica.  

L’analisi per misure ripetute verrà utilizzata per valutare le differenze nello stesso 
paziente tra il post trattamento (trattamento dietetico o intervento chirurgico) ed il 
baseline. 

Test di correlazione (parametrici o non parametrici) verranno adoperati per testare la 
forza e la direzione di associazione tra le variabili misurate.  

Per valutare l’associazione, nonché il valore predittivo tra i biomarcatori analizzati e la 
perdita di peso (Perdita di Peso Si vs Perdita di Peso No) verrà adoperato un modello 
di regressione logistica, la cui stima di rischio verrà espressa come Odds Ratio (OR), 
ed eventuali covariate verranno aggiunte per aggiustare i modelli. 

Eventuali algoritmi di machine learning, sia di tipo supervisionato che non 
supervisionato verranno implementati per l’analisi dei dati. 

Per tutte le analisi verrà valutato un intervallo di confidenza al 95% e per testare 
l’ipotesi nulla, si prediligerà l’analisi a due code con un livello di errore a 0.05. 

Le analisi verranno effettuate con il Software STATA 17.0 (StataCorp. 2021. Stata 
Statistical Software: Release 17. College Station, TX: StataCorp LLC.) e il software 
RStudio ("Prairie Trillium" Release). 
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RISULTATI ATTESI 

Questo progetto si propone di definire un profiling comune, ma anche personalizzato 
dei pazienti affetti da obesità patologica ed individuare terapie mirate al fine di 
migliorarne lo stato di salute. 

 

INNOVAZIONI 

Questo studio rappresenta un’innovazione perché è la prima volta che il nostro Istituto, 
grazie all’attivazione del Centro di Chirurgia Bariatrica consente di effettuare queste 
prestazione e quindi studiare l’obesità patologica da un punto di vista non solo clinico 
ma anche chirurgico e sperimentale. 
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