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Editoriale

di questa splendida monografia ci induce a presentarli per poter dedi-

II numero rilevante di coloro che hanno collaborato alla realizzazione
care loro tutto lo spazio che meritano.

Il Dottor Corrado Fagnani, matematico, ha una posizione di ricercatore
presso il Centro Nazionale di Epidemiologia, Sorveglianza e Promozione
della Salute (CNESPS) dell’Istituto Superiore di Sanita (ISS) di Roma, e fa
parte del gruppo di ricerca che gestisce il Registro Nazionale Gemelli. E’
coinvolto in numerosi progetti di epidemiologia genetica, alcuni dei quali
in collaborazione con i Registri Gemelli di altri Paesi europei. E” autore di
diverse pubblicazioni su riviste scientifiche nazionali ed internazionali.

La Dottoressa Simonetta Pulciani, laureata in Fisica, si &€ sempre interes-
sata dei meccanismi di trasformazione cellulari e di retrovirus. Piti recente-
mente si & interessata di microarray, epidemiologia genetica e malattie rare.

Attualmente svolge la sua attivita a carattere istituzionale, presso il Centro
per la Ricerca e la Valutazione dei prodotti Immunobiologici, occupandosi
di problematiche legate all’'uso dei farmaci ricombinanti. E” autore di diverse
pubblicazioni su riviste scientifiche nazionali ed internazionali.

La Dottoressa Anna Di Lonardo, laureata in Scienze biologiche e specia-
lizzata in Patologia clinica si € occupata di Virologia oncologica in partico-
lare di papillomavirus, affrontando sia ricerche di base che traslazionali/
cliniche.

Pili recentemente si ¢ interessata alle infezioni da enterovirus, e alla
tecnologia dei microarray. Attualmente e ricercatore presso il Centro per la
Ricerca e la Valutazione di prodotti Inmunobiologici dell'Istituto Superiore
di Sanita e qui svolge attivita di carattere istituzionale relativa al controllo
del vaccino antipoliomielitico. E” autore di diverse pubblicazioni su riviste
scientifiche nazionali ed internazionali.

La Dottoressa Eleonora Arico ¢ laureata in Scienze Biologiche. Terminati
gli studi, ha iniziato a svolgere la sua attivita come ricercatrice presso 1'Isti-
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tuto Superiore di Sanita. Ha anche trascorso due anni presso il National
Institute of Health (Bethesda, USA), dove ha acquisito conoscenze tecniche e
culturali sull"'uso del microarray. E” autrice di diverse pubblicazioni scientifi-
che su riviste nazionali ed internazionali.

La Dottoressa Cinzia Bascietto & laureata in Medicina e Chirurgia e spe-
cializzata in Pediatria. Ha collaborato con il Servizio di Endoscopia Digestiva
della Chirurgia Pediatrica dell’Ospedale "Bambin Gesu" di Roma. E’ autrice
di numerose pubblicazioni scientifiche.

Il Dottor Francesco Bascietto & laureato in Medicina e Chirurgia e spe-
cializzato in Puericultura e Pediatria. E’ stato Direttore dell’'U.O. complessa
di Pediatria dell’Ospedale di Sulmona, occupandosi prevalentemente di
malattie gastrointestinali, autoimmuni ed infettive. Nel corso della sua car-
riera professionale ha avuto numerosi incarichi ed & docente di Auxologia e
Gastroenterologia presso la Scuola di Specializzazione in Clinica Pediatrica.
E’ autore di numerose pubblicazioni scientifiche.

La Dottoressa Irene Canini ha la laurea in “Tecnico di laboratorio bio-
medico nella classe delle professioni sanitarie tecniche” ed a collaboratore
tecnico presso I'Istituto Superiore di Sanita. Ha partecipato a diversi progetti
di ricerca immuno-oncologici ed alla messa in opera e della validazione della
tecnologia dei microarray. E” autrice di diverse pubblicazioni scientifiche su
riviste nazionali ed internazionali.

Il Dottor Panfilo Cantelmi & laureato in Medicina e Chirurgia e specia-
lizzato in Patologia Clinica, Igiene e Medicina preventiva in Sanita Pubblica
ed Ospedaliera. Dal 1979 lavora come Dirigente Medico presso 1'U.O. di
Patologia Clinica dell’Ospedale di Sulmona, e si occupa di chimica clinica e
malattie autoimmuni. Fa parte del Centro di Riferimento per lo studio ed il
follow-up della malattia celiaca. Ha collaborato ad alcuni studi multicentrici
ed & autore di pubblicazioni scientifiche

Il Dottor Armando Capanna ¢ laureato in Medicina e Chirurgia e spe-
cializzato in Ostetricia e Ginecologia, Chirurgia Generale e perfezionato in
Chirurgia Colon-Proctologica. Dal 1989 al 2004 ha lavorato presso 1'U.O.
complessa di Chirurgia Generale. Dal 2004 ¢ Dirigente Responsabile della
Struttura Semplice Dipartimentale di Endoscopia Chirurgica del P.O. di
Sulmona. Si occupa prevalentemente di malattie dell’apparato gastrointe-
stinali ed & coinvolto nel Centro di Riferimento per lo studio ed il follow-up
della malattia celiaca. E” autore di oltre 20 pubblicazioni scientifiche.

Il Dottor Luciano Castiello ha conseguito la laurea specialistica in
Biotecnologie Genomiche. Attualmente & borsista presso 11Istituto Superiore
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di Sanita e si occupa delle applicazioni dei microarray nel monitoraggio delle
terapie interferoniche.

La Dottoressa Yvonne D’Alesio ¢ laureata in Scienze Biologiche e specia-
lizzata in Biochimica Clinica. Nel corso della sua carriera professionale ha
lavorato presso il Laboratorio di Patologia Clinica dell’Ospedale di Lanciano
e di Pescara e il Centro Trasfusionale dell’Ospedale di Sulmona occupandosi
di patologie genetiche, autoimmuni, infettive e virali. Dal 2003 lavora pres-
so la U.O. di Anatomia Patologica dell’'Ospedale di Sulmona e fa parte del
Centro Regionale per lo studio e il follow-up della malattia celiaca. E autrice
di diverse pubblicazioni.

La Dottoressa Alessia Di Fonso & laureata in Scienze Biologiche ed &
iscritta al corso di Specializzazione in Genetica Medica presso 1’Universita di
Chieti. Ha lavorato presso il Centro Trasfusionale dell’Ospedale di Sulmona,
occupandosi esclusivamente di Biologia Molecolare applicata a patologie
autoimmuni ed infettive. Attualmente & borsista presso I'Universita degli
studi di Chieti e si interessa di cellule staminali.

I Dottor Camillo Di Tommaso & laureato in Medicina e Chirurgia e specia-
lizzato in Gastroenterologia, Medicina Interna, Geriatria e Gerontologia. Dal
1991 e Direttore dell’Unita Operativa complessa di Medicina dell’Ospedale di
Sulmona. Si occupa prevalentemente di malattie croniche intestinali e di pato-
logie epatiche. Oltre all'attivita di docente & anche responsabile del Centro
Regionale per lo studio e il follow-up della malattia celiaca per gli adulti, ASL
Avezzano Sulmona. E' autore di numerose pubblicazioni scientifiche.

La Dottoressa Lucia Gabriele & laureata in Scienze Biologiche e specializ-
zata in Genetica Applicata. Ha trascorso un periodo di formazione presso il
Laboratorio di Immunopatologia del National Institute of Health (Bethesda,
USA). Attualmente, dirige un gruppo di ricerca coinvolto nel progetto del
Laboratorio di Ricerca dei Microarray, avviato all'Istituto Superiore di Sanita
(ISS) da qualche anno. Uno degli interessi principali della dottoressa Gabriele
¢ sviluppare piattaforme di microarray innovative nel campo biomedico, con
particolare attenzione all’area oncologica. E’ autrice di numerose pubblica-
zioni scientifiche su riviste nazionali ed internazionali.

I1 Dottor Leonardo Geraci ¢ laureato in Medicina e Chirurgia ed € specializ-
zato in Ematologia, Oncologia e Medicina Interna. E' stato Dirigente Medico
presso il Servizio di Ematologia dell’Ospedale di Pescara e Responsabile del
Centro Trasfusionale e del Servizio di Ematologia dell’Ospedale di Sulmona.
Fa parte del Centro Regionale per lo studio e il follow-up della malattia celia-
ca. E” autore di numerose pubblicazioni scientifiche in ambito ematologico.
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Il Dottor Germano Gerosolimo & laureato in Scienze Biologiche e specia-
lizzato in Biochimica. E stato ricercatore presso il Consorzio Mario Negri
Sud. Dal 2000 lavora presso il Centro Trasfusionale dell’'Ospedale di Sulmona
dove si interessa di patologie genetiche, autoimmuni, infettive e virali. Fa
parte del Centro Regionale per lo studio e il follow-up della malattia celiaca.
E autore di diverse pubblicazioni scientifiche.

Il Dottor Stefano Lorenzetti & laureato in Scienze Biologiche e in
Scienze della Nutrizione Umana. Dal 2006 lavora presso il Dipartimento di
Sanita Pubblica Veterinaria e Sicurezza Alimentare dell'lstituto Superiore
di Sanita. Attualmente & docente per l'insegnamento “Biologia Molecolare
- Tossicologia” presso la Scuola di Specializzazione in Scienza dell’ Alimenta-
zione, dell’'Universita “Tor Vergata” di Roma. E” autore di diverse pubblica-
zioni su riviste scientifiche nazionali e internazionali.

Il Dottor Mariano Magri & laureato in Medicina e Chirurgia e specializzato
in Pediatria. Ha lavorato presso la Divisione di Neonatologia dell’Ospedale
di Chieti. Dal 1999 & Dirigente Medico presso 1'U.O. di Pediatria dell'Ospe-
dale di Sulmona e si occupa prevalentemente di problemi gastroenterologici
ed intolleranze alimentari in eta pediatrica. Attualmente contribuisce alla
realizzazione del Centro Regionale per lo studio e il follow-up della malattia
celiaca. E” autore di numerose pubblicazioni scientifiche.

La Dottoressa Cinzia Marcantonio & laureata in Scienze Biologiche e spe-
cializzata in Patologia Clinica. Dal 1994 svolge attivita di ricerca sul virus
dell'Epatite C (HCV) presso il Dipartimento Malattie Infettive, Parassitarie
ed Immunomediate dellIstituto Superiore di Sanita. Attualmente & coinvolta
in studi riguardanti: meccanismi di immunita innata e analisi dell’espres-
sione genica nelle infezioni da virus dellHCV; processi molecolari di can-
cerogenesi nel linfoma da HCV. E' autore di varie pubblicazioni su riviste
scientifiche internazionali.

La Dottoressa Stefania Parlato & laureata in Scienze Biologiche. Svolge
la sua attivita di ricerca presso I'Istituto Superiore di Sanita e ha esperienza
nell'uso di modelli pre-clinici per studi sia oncologici che di patogenesi di
agenti infettivi. E’ autrice di diverse pubblicazioni scientifiche su riviste
nazionali ed internazionali.

Il Dottor Flavio Rispoli € laureato in Medicina e Chirurgia e specializzato
in Gastroenterologia. Dal 1993 & Dirigente Medico di I livello presso 1'U.O.
di Medicina dell'Ospedale di Sulmona. Dal 2004 si & occupato di aspetti
fisiopatologici dell’apparato gastro-enterico. Dall'istituzione del Centro di
Riferimento Regionale delle malattie rare (morbo celiaco) si & dedicato allo
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studio ed al follow-up dei pazienti con enteropatia da glutine. E’ autore di
numerose pubblicazioni scientifiche.

Il Dottor Marco Salvatore e laureato in Biologia e specializzato in Genetica
Applicata. Dal 2001 lavora presso il Centro Nazionale Malattie Rare dell'Isti-
tuto Superiore di Sanita occupandosi di assicurazione e standardizzazione di
qualita dei test genetici per selezionate patologie rare. Dal 2001 & impegnato
nella caratterizzazione di marcatori molecolari e citogenetici di malattie rare
E’ autore di diverse pubblicazioni su riviste scientifiche nazionali e interna-
zionali.

La Dottoressa Paola Tataseo ¢ laureata in Scienze Biologiche, ha consegui-
to il Dottorato di Ricerca in “Biologia Cellulare e Molecolare” e si e specializ-
zata in Applicazioni Biotecnologiche, Patologia Clinica e Genetica Medica. E
stata ricercatrice presso I'Universita “ Tor Vergata” di Roma. Dal 1993 dirige
il laboratorio di Biologia Molecolare presso il Centro Trasfusionale dell’Ospe-
dale di Sulmona. Fa parte del Centro Regionale per lo studio e il follow-up
della malattia celiaca. Svolge attivita di docente ed e autrice di numerose
pubblicazioni scientifiche.

La Dottoressa Mara Viganotti & laureata in Scienze Biologiche. Attualmente
svolge le sue attivita di studio e ricerca presso il Centro Nazionale Malattie
Rare dellIstituto Superiore di Sanita.

Sergio Rassu
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La Tecnologia dei Microarray nella
Ricerca Oncologica Biomedica e Clinica

Eleonora Arico, Stefania Parlato, Luciano Castiello, Canini Irene, Lucia
Gabriele

Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Istituto Superiore di Sanita,
Roma

Microarray e la ricerca oncologica

L'avvento dei microarray ha aperto nuove frontiere nella ricerca oncolo-
gica con conseguenze rilevanti nella diagnosi, prognosi e terapia di alcuni
tumori (Pusztai L., 2006). Inizialmente descritta per misurare livelli di tra-
scritti di RNA di migliaia di geni in un singolo esperimento, la tecnologia dei
microarray ha subito negli ultimi anni un’implementazione tecnologica cosi
rapida da rappresentare un approccio unico per stratificare pazienti oncolo-
gici e per definire parametri di progressione della malattia (Mazumder A. e
Wang Y., 2006). In aggiunta, al momento sono in corso numerosi studi diretti
a verificare la sua potenzialita come strumento predittivo della risposta a
trattamenti terapeutici (Foekens J.A. et al., 2008). La tecnologia dei micro-
array, fra le analisi genomiche “high-throughput”, & forse la metodologia
pitt matura e di successo che ha cambiato ’approccio molecolare alla ricerca
biomedica e clinica e rende reale l'ipotesi della cosiddetta “medicina perso-
nalizzata” in oncologia.

Le attuali applicazioni del microarray alla ricerca oncologica e non
sono molteplici, e non si limitano alla valutazione di eventuali alterazioni
dell’espressione genica mediante “gene profiling”. Esse, infatti, consentono
di evidenziare numerose e complesse alterazioni molecolari del genoma,
come polimorfismi a singolo nucleotide (“single nucleotide polymorphisms”
[SNP]), aberrazioni nei profili di metilazione, variazioni nel numero di copie
geniche, splicing alternativi dell'RNA, cambiamenti dell’attivita funzionale
di fattori di trascrizione e presenza di patogeni (Hoheisel J.D., 2006, Trevino
V. et al., 2007). Ad esempio, lo studio di aberrazioni cromosomiche e del
loro ruolo nello sviluppo e nel decorso di molti tumori, & stato fortemente
potenziato dall’introduzione di un approccio di microarray conosciuto come
“array Comparative Genomic Hibridization” (aCGH). Allo stesso modo,
I'analisi degli SNP e del loro ruolo nella suscettibilita e nella progressio-
ne tumorale, & stata notevolmente rafforzata dall’introduzione di questo
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approccio metodologico, che permette di rilevare la presenza di SNP noti o
sconosciuti nell'intero genoma umano mediante esperimenti relativamen-
te semplici e rapidi rispetto alla tecnologia standard del sequenziamento
(Gresham D. et al., 2008).

Mentre molte di queste applicazioni si trovano ancora in una fase di
sviluppo e validazione, 1’analisi dei profili di espressione genica ha subito
un processo di profonda ottimizzazione della metodologia, che pud oggi
avvalersi di array di alta qualita, standardizzazione dei protocolli di ibrida-
zione, tecnologie di analisi delle immagini accurate e approcci computazionali
robusti, diventando uno strumento molto potente e relativamente semplice
per correlare condizioni fisiologiche e patologiche a profili distintivi di espres-
sione genica, conosciuti come “gene expression signatures” (van’t Veer L.]. et
al., 2008).

Approcci analitici agli studi di “gene profiling”
con la tecnologia dei microarray

In virtu della sua versatilita e delle sue caratteristiche di rapidita e ripro-
ducibilita, la tecnologia dei microarray si € rivelata uno strumento di straordi-
naria potenzialita negli studi di medicina traslazionale mirati al trasferimen-
to alla clinica delle conoscenze scientifiche e metodologiche acquisite dalla
ricerca biomedica (Marincola F.M., 2007). Obiettivo degli studi di microarray
nella ricerca traslazionale in oncologia & identificare biomarcatori, correlati
a fattori clinico-patologici, che possano avere valore predittivo del decorso
clinico o della risposta a terapie, rappresentare potenziali bersagli per terapie
innovative e mirate, oppure aiutare la comprensione dei processi biologici
alla base dello sviluppo del tumore. E” importante sottolineare che 'utilizzo
dei microarray, se da una parte permette un approccio conoscitivo globale
del sistema biologico in esame mediante la possibilita di allestire in tempi
ridotti analisi su larga scala, dall’altra genera un’enorme mole di dati che pud
essere interpretata adeguatamente solo in presenza di un disegno sperimen-
tale ben definito e di approcci analitici adeguati. Pertanto, negli studi di tipo
oncologico € particolarmente importante selezionare gli strumenti statistici e
matematici pit adatti alle problematiche specifiche di volta in volta in esame
(Simon R.M. et al., 2003).

I due principali procedimenti a cui vengono sottoposti i dati di gene
profiling in studi oncologici sono rappresentati dal “clustering gerarchico
non supervisionato” e dal “clustering gerarchico supervisionato”, ambedue
finalizzati ad identificare gruppi sperimentali con differenze nei livelli di

g i TR o g - el

T =
€10 WO T FOHT Celsidoscopi, 58




A cura di Anna D1 Lonardo,
Corrado Fagnani, Simonetta Pulciani Applicazioni dei microarray (1)

espressione genica e che nella terminologia specifica vengono definiti classi
di appartenenza. Questi due approcci si distinguono rispetto all’utilizzo o
meno di parametri addizionali, come quelli clinici, per definire le classi. Nel
caso di “clustering gerarchico non supervisionato” i campioni vengono rag-
gruppati in classi in base alla similitudine dei profili di espressione genica,
mediante un approccio analitico che non si avvale di categorizzazioni pre-
gresse dei campioni basate sulla natura degli stessi, quali parametri clinici.
Una possibile applicazione di questo approccio é la cosiddetta “class discove-
ry”, mirata ad identificare sottogruppi di campioni con profili di espressione
genica simili all’interno di un gruppo pitt ampio di campioni, come prelievi
bioptici da pazienti con un particolare tipo di tumore. Una volta riscontrate
similitudini geniche significative, capaci di distinguere in modo univoco sot-
togruppi distinti con caratteristiche biologiche simili, i profili di espressione
genica vengono usati per una piit fine classificazione dei tumori in esame, che
potranno cosi essere assimilati ad uno dei possibili sottogruppi. Ad esempio,
la classificazione non supervisionata di campioni di carcinoma mammario ha
permesso l'identificazione di cinque sottotipi di tumore che non erano stati
caratterizzati con altre metodiche (Perou C.M. et al., 2000).

I “clustering supervisionato” & invece un approccio analitico finalizzato
a cercare geni distintivi che possono identificare correttamente gruppi speri-
mentali e si basa sulla suddivisione dei campioni in classi, per le quali siano
gia note alcune caratteristiche specifiche (ad esempio, la risposta ad un dato
trattamento versus la mancata risposta allo stesso trattamento). Questo tipo di
strategia si avvale prevalentemente dello strumento biostatistico della “class
comparison”, analisi finalizzata ad investigare quali geni siano differenzial-
mente espressi tra due classi predefinite. In studi oncologici, le classi messe a
confronto, scelte indipendentemente dai profili genici, spesso rappresentano
categorie distinte di tumori, con differenze inerenti lo stadio tumorale, il sito
primario, la presenza di mutazioni genetiche oppure la risposta a terapie.
Analisi di “class comparison”, ad esempio, vengono correntemente effettuate
in studi finalizzati a valutare differenze esistenti tra i profili di espressio-
ne genica di tessuti normali e tumorali, alla ricerca di informazioni utili a
comprendere i meccanismi molecolari alla base della fisiologia dei tumori.
Pit1 recentemente, questo approccio e stato utilizzato per studi traslazionali,
come la valutazione dei cambiamenti del profilo di espressione genica in
carcinoma mammario metastatico pre- e post-trattamento con Erlotinib (Yang
S.X. et al., 2005). In ogni caso, l'interpretazione del significato biologico delle
liste di geni generate da questi confronti e definite come espresse in maniera
differenziale tra due classi risulta particolarmente importante e delicata e,
attualmente, numerose risorse informatiche, come BRB-ArrayTools, sono
disponibili online per facilitare questo compito (Simon R. et al., 2005). Studi
pitt prettamente traslazionali, quali la ricerca di biomarcatori genetici poten-
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zialmente predittivi di categorie patologiche come la gravita della malattia, la
prognosi oppure la responsivita ad una terapia, si avvalgono comunemente
della “class prediction”, uno strumento biostatistico che associa elementi di
“clustering non supervisionato” alle conoscenze acquisite sulla base di inda-
gini tra gruppi precedentemente ben definiti. Questa strategia di analisi ¢,
infatti, mirata a sviluppare una funzione matematica in grado di prevedere
a quale classe appartenga un campione sulla base del suo profilo di espres-
sione genica. L'applicazione della “class prediction” passa attraverso diversi
processi consequenziali, quali l'identificazione di uno o pitt gruppi di geni
in grado di distinguere chiaramente due o pitt classi predefinite, lo svilup-
po di parametri di un algoritmo matematico di tipo predittivo e, infine, la
valutazione dell’accuratezza della predizione stessa (Simon R., 2005). Nella
maggior parte dei casi, per applicare qualsiasi protocollo di ricerca di classi-
ficatori distintivi di una certa patologia, del suo decorso o della sua respon-
sivita ad una specifica terapia, un gruppo di tumori definito come “training
set” viene usato per determinare un profilo di espressione genica distintivo
e, quindi, un secondo gruppo di tumori (chiamati “validation” set) viene
usato per saggiare quanto questo profilo di espressione genica sia adatto a
classificare campioni che non sono stati preventivamente raggruppati (Simon
RM, 2008). Tale approccio & risultato particolarmente efficace per identificare
biomarcatori predittivi di pazienti con carcinoma della mammella primario
ad alto rischio di recidiva dopo terapia locale (van de Vijver M.]J. et al., 2002).
Piti recentemente, lo stesso approccio ha permesso di definire marcatori pre-
dittivi della risposta alla terapia con tamoxifene in pazienti con carcinoma
mammario metastatico (Jansen M.P. et al., 2005).

In generale, nonostante le immense potenzialita della tecnolgia dei micro-
array in campo oncologico, & importante sottolineare che, prima che questi
studi vengano introdotti nella routine della diagnostica medica, & necessario
che si raggiunga un accettabile livello di standardizzazione metodologica e di
validazione dei risultati ottenuti. In questo senso, prima che una lista di geni
possa essere universalmente accettata come un classificatore prognostico o
diagnostico di una certa patologia oncologica, & richiesto che questa venga
validata in un numero sufficiente di studi clinici randomizzati, che garanti-
scano una certa omogeneita nel reclutamento e nel trattamento dei pazienti in
esame. Ad oggi, gli approcci analitici e metodologici descritti hanno comun-
que permesso di raggiungere obiettivi importanti contribuendo in modo
determinante alla conoscenza ed al trattamento dei tumori.
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Diagnosi e prognosi in pazienti oncologici: poten-
zialita e limiti della tecnologia dei microarray

N

Dal punto di vista strettamente molecolare, il cancro € una “malattia
genetica” che si sviluppa in seguito all’accumulo di diverse aberrazioni
nell’espressione genica. Essenzialmente, molteplici e differenti mutazioni
specifiche possono risultare nello sviluppo di tumori dissimili con compor-
tamenti clinici diversi in termini di progressione della malattia e risposta
alla terapia. In un quadro di tale complessita, & di fondamentale importanza
riuscire a classificare, in modo preciso ed accurato, un dato campione in una
categoria diagnostica definita. Attualmente in campo oncologico la maggior
parte delle diagnosi, sulla base delle quali si definiscono prognosi ed inter-
venti terapeutici, vengono realizzate per mezzo di caratterizzazioni morfolo-
giche del tumore, spesso associate ad analisi per 1'espressione e la funzione
di singoli geni. Esempio rappresentativo di tale approccio & la diagnosi del
cancro della prostata eseguita mediante 1’analisi dell’antigene prostatico PSA.
E’ oggi noto che tumori con caratteristiche istopatologiche simili possono
produrre decorsi clinici differenti e rispondere diversamente alla terapia,
suggerendo l'esistenza di sottoclassi tumorali che, pur condividendo la stes-
sa origine, presentano caratteristiche molecolari molto diverse difficilmente
evidenziabili con gli approcci analitici attualmente disponibili (Chung C.H.
et al., 2002). Idealmente, la classificazione molecolare dei tumori mediante
analisi genomica apre la tanto auspicabile prospettiva della “medicina per-
sonalizzata” basata su diagnosi, prognosi e scelta di trattamenti terapeutici
accurati e personalizzati.

Ad oggi, 'analisi sistematica di profili di espressione genica di campioni
tumorali rappresenta I’applicazione del microarray pilt usata e standardizza-
ta in campo oncologico, che ha concretamente contribuito ad una piti accurata
valutazione di molte patologie tumorali attraverso I'identificazione di profili
definiti di espressione di gruppi di geni associati con specifiche caratteristiche
tumorali. Uno dei primi esempi applicativi di utilizzo di analisi di micro-
array per definire classi diagnostiche in campo oncologico & rappresentato
dalla classificazione di 38 pazienti leucemici, unicamente in base ai rispettivi
profili di espressione genica, in sottoclassi di leucemia mieloide acuta (LMA)
e leucemia linfocitica acuta (LLA), quest'ultima ulteriormente distinta nei
due sottogruppi LLA a cellule B e LLA a cellule T (Golub T.R. et al., 1999).
Vale la pena sottolineare che proprio grazie a questo studio & stato possibile
identificare alcuni marcatori distintivi delle patologie in esame, come la mie-
loperossidasi e la terminal-transferasi. Pitt recentemente, sono stati definiti
profili di espressione genica in 360 casi di LLA pediatrica che riflettono le 6
maggiori sottoclassi della patologia associate a variazioni citogenetiche defi-
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nite, confermando il “proof-of-concept” che le classi citogenetiche possono
essere accuratamente predette dai soli profili di espressione genica (Ross
M.E. et al., 2003). A sostegno della potenzialita di approcci di microarray
per la diagnosi e la prognosi di pazienti con LMA, due recenti studi hanno
dimostrato, rispettivamente in 116 e 285 pazienti, 'associazione di ben
descritte mutazioni citogenetiche con specifici profili di espressione genica.
Inoltre, dal momento che le singole aberrazioni citogenetiche sono esse stesse
predittive della sopravvivenza degli individui portatori, ne consegue che i
profili di espressione genica hanno mostrato di avere un valore prognostico
(Bullinger L. et al., 2004, Val.k PJ. et al., 2004). In aggiunta, le analisi di micro-
array descritte in questi lavori hanno permesso di definire, sulla base di due
profili di espressione genica distinti, due sottogruppi di pazienti LMA con
cariotipo normale associati a un diverso tasso di sopravvivenza. Nel com-
plesso questi ed altri lavori successivi mostrano che la diversita dei parametri
clinici osservata nei pazienti LAM & riconducibile a programmi molecolari
distinti, e la concordanza dei dati ottenuti suggerisce la reale possibilita di
definire una precisa ed affidabile tassonomia molecolare. Tuttavia, sebbene
I'approccio dei microarray sembra avere un elevato potenziale diagnostico e
prognostico in questa patologia, programmi integrati basati sull'utilizzo di
nuovi approcci statistici per migliorare le correlazioni di dati all’interno di
intergruppi di trials clinici sono necessari per ottimizzare il valore predittivo
di questo approccio ed indirizzare i pazienti verso terapie specifiche.

Un’altra patologia oncologica per la quale gli approcci di microarray, a
differenza delle attuali tecnologie di analisi patogenetiche, hanno permesso
una stratificazione dei pazienti con diverso decorso della malattia e il linfo-
ma diffuso a grandi cellule B (LDGCB). Studi iniziali di microarray hanno,
infatti, consentito di distinguere due principali sottogruppi di LDGCB: uno
che & assimilabile a cellule normali dei centri germinali e I'altro che ha carat-
teristiche simili a linfociti B del periferico attivati in vitro (Alizadeh A.A. et al.,
2000). Questo studio e quelli simili che lo hanno seguito hanno non solo evi-
denziato un origine differenziativa diversa per le due sottoclassi di LDGCB
ma, aspetto ancora pilt importante, hanno mostrato che queste diverse
patologie rispondono con decorso clinico diverso al trattamento terapeutico
standard (Rosenwald A. et al., 2002). In aggiunta agli studi chiave su LAM e
LDGCB, la tecnologia dei microarray é stata utilizzata negli ultimi anni per
lo studio di diversi tumori ematologici, come la leucemia linfocitica cronica
(LCC), il linfoma a cellule del mantello, il linfoma del tessuto linfoide associa-
to alla mucosa, il linfoma di Hodgkin e altre forme di leucemia e di linfoma
(Ebert B.L. e Golub T.R., 2004).

Nell’ambito dei tumori solidi, grande attenzione e stata rivolta al
carcinoma mammario, ed alla possibilita di identificare classi molecolari
specifiche distintive per questo tipo di tumore. Numerosi studi di microarray
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hanno, infatti, dimostrato che il carcinoma mammario puo essere classificato
in gruppi principali distinti in base a profili distintivi di espressione
genica: i) il sottogruppo assimilabile a cellule basali, che & prevalentemente
negativo per l'espressione del recettore dell’estrogeno (ER), negativo per il
recettore del progesterone (PR) e negativo per ERBB2 (spesso identificato
come triplo-negativo); ii) il sottotipo assimilabile a ERBB2, caratterizzato
da un’espressione aumentata di diversi geni dell’amplicone ERBB2; iii) il
sottotipo riconducibile a cellule luminali, prevalentemente positivo per ER, ed
ulteriormente classificato in tre sottogruppi: luminale di tipo A, B e C (Sotiriou
C. e Piccart M.J., 2007). Questa classificazione & stata successivamente
suffragata da analisi di immunoistochimica di marcatori tumorali, e la
prognosi associata ai diversi gruppi ha rilevato il decorso clinico pitt
aggressivo dei tumori assimilabili a cellule basali o ER negativi, nonostante la
migliore risposta a trattamenti chemioterapici, e una prognosi pitt favorevole
per i tumori assimilabili a cellule luminali di tipo A, che risultano sensibili alla
terapia endocrina (El-rehim D.M. et al., 2005, Sorlie T. et al., 2003). In realt,
uno degli aspetti pill interessanti emersi da questi studi e stata la definizione
di profili di espressione genica distintivi che hanno permesso di differenziare
il carcinoma mammario e di definire una possibile origine del tumore da
tipi cellulari diversi, al di la dell’espressione di ER, ERBB2 e del “tumor
grade”. Pili recentemente, 1'analisi di 78 tumori della mammella, effettuata
mediante un array di 24,479 oligonucleotidi, ha portato all’identificazione di
un profilo di espressione di 70 geni che ha permesso di classificare pazienti
giovani (<55 anni) linfonodo-negative in due gruppi distinti: i) un primo
gruppo caratterizzato da una prognosi buona (assenza di recidiva in 5 anni di
follow-up); ii) un secondo gruppo destinato ad un prognosi cattiva (recidiva/
metastasi nell’arco di 5 anni di follow-up) (Van’t Verr L.J. et al., 2002). Lo stesso
set di 70 geni ¢ stato successivamente utilizzato per un analisi piti ampia estesa
a un gruppo di 234 casi, includendo pazienti con cancro alla mammella allo
stadio I e II indipendentemente dal coinvolgimento dei linfonodi. In questo
studio, il profilo di espressione dei 70 geni ha superato i criteri di consenso
NIH e St Gallen per il trattamento del tumore primario della mammella sia
per i pazienti a basso che per quelli ad alto rischio (Van de Vijver M.J. et al.,
2002). Nel complesso questi studi hanno chiaramente mostrato che nuove
e pitt accurate classi diagnostiche del carcinoma mammario possono essere
considerate, introducendo nella routine e pratica clinica tecniche genomiche
combinate con valutazioni morfologiche e immunoistochimiche. A tutt'oggi,
nonostante la classificazione molecolare non sia stata introdotta nella pratica
clinica, la percezione dei medici e dei ricercatori nel definire la malattia e nel
disegnare terapie risente delle informazioni generate da questi studi (studi
rappresentativi in diverse tipologie di tumori sono indicati nella tabella 1).
In prospettiva, la grande sfida degli studi di microarray in questa patologia
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rimane l'identificazione di nuovi pathways molecolari coinvolti nello
sviluppo e nella progressione della malattia, per lo sviluppo di strategie
terapeutiche innovative. Un esempio & dato dalla scoperta di un profilo
di espressione genica distintivo associato all’attivazione del segnale del
recettore dell’androgeno in un sottogruppo di carcinoma mammario ER- e
PR-negativo, suggerendo la possibile introduzione, per queste pazienti, di
terapie innovative che interferiscono con questo segnale (Doane A.S. et al.,
2006). Infine, & importante sottolineare che le rapide implementazioni della
tecnologia dei microarray e 'incontro di questa strategia con altri approcci
metodologici come I'immunoistochimica e I'ibridazione in situ, forniranno

Tumore Applicazione Referenza

Carcinoma mammario diagnosi/prognosi  Sotiriou C. et al., 2003
efficacia terapeutica  Foekens J.A. et al., 2008

Leucemia diagnosi Kohlmann A.et al., 2008
diagnosi Alizadeh AA. et al., 2000
prognosi Rosenwald A. et al., 2002
efficacia terapeutica  Ge Y. et al., 2008

Melanoma prognosi Winnepenninckx V. et al., 2006
diagnosi Talantov D. et al., 2005
efficacia terapeutica  Critchley-Thorne RJ. et al., 2007

Epatocarcinoma prognosi Lee].S. et al., 2004
prognosi Budhu A.S. et al., 2005

efficacia terapeutica Zhu X.D. et al., 2008

Neuroblastoma prognosi Chen Q.R. et al., 2008
efficacia terapeutica  Schulte ]J.H. et al., 2003

Carcinoma renale prognosi Yao M. et al., 2008
diagnosi/prognosi  Jones J., Pantuck A.]., 2008
efficacia terapeutica Pantuck A.J. et al., 2007

Carcinoma prostatico ~ prognosi Zhang H. et al., 2008
diagnosi Fromont G. et al., 2008
efficacia terapeutica  Lerner I. et al., 2008

Tabella 1. Selezione di studi di microarray in alcuni tipi di tumore.
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a breve altri strumenti, come il “tissue microarray” (TMA) che permette un
analisi rapida di marcatori tumorali in migliaia di campioni clinici, anche
conservati in paraffina, con grandi potenzialita per 1'analisi di marcatori
tumorali, lo sviluppo di saggi diagnostici e lo studio della biologia tumorale
(Voduc D. et al., 2008).

Predizione della risposta terapeutica in pazienti
oncologici mediante 1'uso di microarray: basi e pro-
spettive della “medicina personalizzata”

Per anni, i trattamenti terapeutici convenzionali per pazienti oncologici
sono stati basati sulla somministrazione di farmaci ad attivita citotossica,
selezionati in modo pilt 0 meno specifico rispetto all’'organo o al tessuto di
origine del tumore. Come detto precedentemente, 1’analisi molecolare dei
tumori ha reso evidente che lo stesso tipo di tumore pud presentare altera-
zioni genetiche dissimili, che possono risultare in un diverso tipo di risposta
alle terapie convenzionali da parte di individui diversi. Per questo motivo,
nell’'ultima decade si & avviato un processo mirato a sostituire trattamenti
terapeutici convenzionali con terapie personalizzate, basate sui difetti gene-
tici specifici rilevati nel tumore del singolo paziente. Questo approccio, iden-
tificato come “medicina personalizzata”, richiede la scoperta di marcatori
biologici prognostici, che danno indicazione sulla necessita di effettuare una
terapia, e marcatori biologici predittivi, in base ai quali & possibile stabilire
quale terapia ha piti probabilita di essere efficace per un determinato pazien-
te. Ad esempio, tali marcatori biologici possono indicare quando la resezione
di un tumore primario possa risultare curativa senza la necessita di terapie
adiuvanti oppure, in caso di tumori primari pitt maligni, quando sia neces-
sario eseguire una terapia sistemica, per lo pitt chemioterapia, per ridurre il
rischio di recidive.

Gli studi di microarray, sebbene in alcuni casi abbiano contribuito alla
definizione di parametri predittivi della risposta a particolari terapie, non
hanno ancora avuto riscontro come potenziale approccio sistematico in
questo senso. E' stato, per esempio, osservato che profili di espressione
genica non correlano perfettamente con la resistenza a determinate terapie,
siano esse agenti chemioterapici convenzionali oppure le pitt nuove “tera-
pie mirate” che dovrebbero essere indirizzate verso segnali molecolari pit
definiti. Una possibile spiegazione di questo fenomeno & che la resistenza
alle terapie anticancro & un fenomeno complesso, prodotto di diversi mec-
canismi interconnessi, tra cui alcune mutazioni che non danno come effetto
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grossi cambiamenti dell’espressione genica. A questo si unisce il fatto che,
affinché l’associazione tra profili di espressione genica definiti e resisten-
za ad un particolare trattamento terapeutico sia significativa, l'analisi di
microarray dovrebbe essere condotta su un numero di campioni tumorali
sufficientemente grande, dell’ordine di centinaia. A causa di questi ed altri
limiti, come la difficolta nel reperire tutti i campioni bioptici necessari ad una
classificazione fine del tumore in esame, come la biopsia prelevata prima del
trattamento terapeutico in caso di tumori metastatici, sono stati pubblicati
un numero ancora inadeguato di studi, per lo pitt non ancora validati, che
associano specifici profili di espressione genica con la risposta a trattamenti
terapeutici (Harris L.N. et al., 2007).

Conclusioni

L'intento della Food and Drug administration (FDA) americana di
regolamentare i test diagnostici molecolari riflette I'impatto che queste
tecnologie a breve potranno avere sul trattamento dei pazienti oncologici.
Sebbene un limitato numero di profili di espressione genica sia attualmente
disponibile per valutazioni cliniche, studi recenti finalizzati a valutare la
variabilita inter-laboratorio di test basati sul DNA microarray per la prognosi
del cancro della mammella hanno mostrato una concordanza estremamente
altatrailaboratori, a garanzia di una accettabile affidabilita di questi strumenti
molecolari (Sotiriou C.e Piccart M.]., 2007, Ach R.A. et al., 2007). Su questa
base, nella definizione di approcci integrati di diagnosi, prognosi e risposta
ad agenti terapeutici, la grande sfida sara valutare il contributo relativo degli
aspetti clinici e della grande quantita di dati molecolari generati a diversi
livelli. E” quindi di vitale importanza sviluppare modelli analitici in grado
di combinare ed integrare parametri clinici e fattori molecolari complessi,
come profili di espressione genica, proteomica funzionale, fattori di rischio
definiti da approcci clinico-patologici tradizionali e parametri convenzionali
di risposta a terapie (Pittman J. et al., 2004). Se la stretta collaborazione tra
medici e scienziati permettera di soddisfare queste attese si potra finalmente
arrivare alla tanto attesa rivoluzionaria medicina personalizzata. Naturale
conseguenza di questo nuovo approccio sara un probabile aumento dei
costi, dovuto alle risorse impegnate e alla rigorosa standardizzazione delle
procedure clinico-scientifiche. Tuttavia, non & difficile prevedere che a lungo
raggio questo cambiamento & destinato a produrre un notevole risparmio
economico, permettendo di abbandonare i sempre pili costosi trattamenti
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oncologici empirici nel caso in cui questi hanno alte probabilita di risultare
inefficaci, e di impiegare terapie estremamente mirate. E' importante
sottolineare, tuttavia, che il risparmio economico non deve essere il solo
motore di questa “rivoluzione”, e che ad agire come stimolo dovrebbero
essere soprattutto 1’'obbligo morale verso i pazienti e la speranza di poter
garantire loro 'accesso a terapie sempre piu’ innovative ed efficaci (Piccart
MJ. et al,, 2007). Uno sforzo congiunto da parte di istituzioni, aziende
farmaceutiche e compagnie assicurative sarebbe quindi auspicabile affinché
questa impellente necessita sanitaria del ventunesimo secolo venga repecita
e si inizi al piu presto ad operare per promuovere il raggiungimento degli
obiettivi che essa si prefigge.
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Studio ditumoripediatricirariattraverso
I'impiego di cDNA microarray

Marco Salvatorel, Mara Viganottil, Stefano Lorenzetti2
ICentro Nazionale Malattie Rare, ZDipartimento di Sanita Pubblica Veterinaria
e Sicurezza Alimentare, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Tumori pediatrici rari

In confronto alla popolazione adulta, i tumori maligni dell’infanzia sono
relativamente poco comuni: infatti su un totale di 100 nuovi casi di tumore,
solo 1 & un tumore pediatrico (Ferrari A. et al., 2007) 1.

Negli Stati Uniti d’America (USA), l'incidenza annuale dei tumori
pediatrici rari & di 1 ogni 7.000 bambini e ogni anno vengono identificati circa
12.000 nuovi casi di tumori rari (Gurney J.G. e Bondy M.L., 2006, Ries L.A.G.
et al. 1999).

In Europa, considerando i registri di 19 diversi Paesi, ogni anno circa un bam-
bino su 600 sviluppa un tumore (incidenza annuale pari a 0.016%) (Steliarova-
Foucher E. et al., 2004). Sia in Europa che negli USA la predominanza & di tipo
maschile (Ries L.A.G. et al. 1999, Steliarova-Foucher E. et al., 2004).

In Europa, una malattia & definita “rara” quando, secondo la definizione
adottata dall’'Unione Europea (UE), ha una prevalenza non superiore a 5 casi
ogni 10.000 abitanti (A Community action programme on RD, 1999 - 2003);
tuttavia, questa misura epidemiologica non & molto appropriata nel caso dei
tumori “rari” e viene pertanto proposto l'utilizzo dell'incidenza.

I tumori pediatrici rari sono estremamente eterogenei e caratterizzati
da un’estrema variabilita sia da un punto di vista biologico che clinico
(Steliarova-Foucher E. et al., 2004, Voute P.A., 2005).

Negli ultimi anni, sono stati sviluppati e messi a punto diversi approcci
multidisciplinari, spesso basati sull’integrazione di metodologie classiche
ed altre pitt innovative (caratterizzazione genetica e citogenetica associata
ad analisi dei profili di espressione genica, dei microRNA, e delle proteine,
studio delle modificazioni epigenetiche, etc.). Ad esempio, la caratterizza-
zione dei profili di espressione genica si € rivelato un importante strumento
di indagine per fornire informazioni sui meccanismi d’azione e sui bersagli
molecolari coinvolti nell’'oncogenesi di molte forme tumorali. In particolare,
la tecnologia basata sui cDNA microarray consente di analizzare e confron-

1 L’eta pediatrica ¢ compresa tra O e 14 anni.
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tare i profili di espressione genica delle cellule tumorali con quelle normali
in maniera tessuto-specifico. L'applicazione dell’ analisi dei profili di espres-
sione genica ¢, comunque, limitata dalla disponibilita di campioni tissutali
prelevati dai pazienti (siano essi tessuti freschi o conservati in paraffina).
Tale limitazione ¢ ancora pitt marcata dalle basse incidenze dei tumori rari
pediatrici in cui la rarita della malattia diventa anche una limitazione alla
ricerca di base.

Tuttavia, 'impiego dei cDNA microarray sta trovando ampio spazio anche
e soprattutto nello studio di quei tumori pediatrici rari senza una diagnosi
definitiva. In questo ambito, infatti, la limitatezza di campioni biologici,
unitamente alle non esaustive informazioni ottenibili con le metodologie
pit classiche (ad esempio le analisi istopatologiche) non sempre portano ad
una diagnosi definitiva. Lo studio dei profili di espressione genica di questi
tumori tramite cDNA micro-array sicuramente costituisce un approccio
utile per ottenere maggiori informazioni circa l'origine del tumore e puo
contribuire cosi alla sua definizione clinica nonché al suo trattamento.

Applicazione dei cDNA microarray ai tumori pedia-
trici rari

L’analisi del profilo di espressione genica mediante cDNA microarray
fornisce un quadro generale dei processi molecolari caratteristici di un
particolare campione cellulare in un determinato “momento” fisio-patologico,
poiché permette lo studio di migliaia di geni in maniera simultanea attraverso
un singolo esperimento (Abdullah-Sayani A. et al., 2006). Rispetto agli studi
tradizionali di genetica umana, incentrati sullo studio intensivo di uno o pochi
geni, tale approccio rappresenta un significativo passo in avanti. Nel campo
della oncologia pediatrica, i metodi classici utilizzati per la classificazione
dei tipi cellulari tumorali sono basati sull’analisi della morfologia cellulare e
su un numero ristretto di marcatori genetici e/o di anomalie citogenetiche.
Per quanto utili, questi tipi di approcci non sono comunque sempre in grado
di distinguere diversi tipi di cellule tumorali e non possono essere sempre
utilizzati nella identificazione di specifici riarrangiamenti cromosomici.

Alcuni esempi:
Ematologia/leucemie.Laleucemiaacutalinfoblastica (Acute Lymphoblastic
Leucemia, ALL) rappresenta la forma pitt comune di leucemia infantile con
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circa 4.000 nuovi casi diagnosticati ogni anno. La sopravvivenza a questa
forma di tumore & aumentata negli ultimi 40 anni (approssimativamente
dal 15 all’80%) (Gaynon P. S. et al., 1997, Holleman A. et al., 2004), sebbene
I'estrema eterogeneita della malattia e testimoniata dalle diverse risposte ai
trattamenti farmacologici, a volte fallimentari, a volte con la manifestazione
di gravi effetti collaterali. La capacita di identificare e classificare specifiche
classi e sottoclassi di tumori attraverso l'impiego dei profili di espressione
genica consentirebbe, quindi, lo sviluppo di terapie pitt specifiche e mirate
(Liang D.C. et al., 2005, Cario G. et al., 2005, Hessner M.]. et al., 2006). A
testimonianza di cio, I’applicazione della tecnologia dei microarray e dei profili
di espressione genica in una serie di studi sulla leucemia acuta linfoblatica
e di leucemia mieloide acuta, ha consentito la caratterizzazione in diverse
sottoclassi delle due malattie leucemiche permettendo cosi un’accurata
distinzione delle classi tumorali finalizzata ad una specifica diagnosi clinica
(Moos PJ. et al., 2002, Ross MLE. et al., 2003, Yeoh E.J. et al., 2002). Le leucemie
infantili sono tradizionalmente classificate sulla base delle caratteristiche
cliniche e biologiche correlate con la prognosi (Crist W. et al., 1986, Pui C.
H. e Crist W., 1994, Smith M. et al., 1996). I criteri universalmente accettati
per la classificazione delle leucemie sono l'eta e la conta dei globuli bianchi
al momento della diagnosi (Smith M. et al., 1996); altri parametri utilizzati
sono la rapidita nella risposta alla terapia e le anomalie cromosomiche che
includono sia alterazioni nel numero dei cromosomi (ploidia) (Heerema
N. et al.,, 1999, Tto C. et al., 1999, Trueworthy R. et al., 1992) che della loro
struttura (traslocazioni) (Williams D. L. et al., 1986). Malgrado la riconosciuta
importanza prognostica di questi criteri, la persistente variabilita nel decorso
clinico dei singoli pazienti suggerisce l'esistenza di leucemie caratterizzate
da diversi profili genetici (Xu F. et al., 1999, Tartaglia M. et al. 2005, Carroll
W.L. et al, 2006). Mediante cDNA microarray ad alta densita, infatti, &
stato possibile individuare sia il set di geni capaci di discriminare tra i vari
sottotipi di leucemie sia di mettere in evidenza la diversita che caratterizza
i singoli pazienti anche all’interno dello stesso sottogruppo (Moos PJ. et al.,
2002). Inoltre, anche la risposta al trattamento farmacologico e la resistenza
alla chemioterapia (che risultano soggettive tra diversi pazienti) pud essere
evidenziata mediante profili di espressione genica: per esempio, lo studio
dell’espressione genica in 441 pazienti affetti da leucemia acuta linfoblastica
ha permesso I'individuazione di un set di 45 geni diversamente espressi che
sono nel loro insieme capaci di costituire una “signature” per la resistenza
a diversi chemioterapici, quali prednisolone, vincristina, asparaginasi e
daunorubicina, e allo stesso tempo un sottogruppo dei suddetti 45 geni e in
grado di discriminare la diversa risposta ai trattamenti (Lilleyman J. S., 1998,
Lugthart S. et al., 2005).
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Rabdomiosarcoma alveolare e epatoblastoma.

Oltreall’impiegodell’applicazionedeicDNAmicroarraynellaclassificazione
in classi e sottotipi tumorali, I'analisi dei profili di espressione genica puo
facilitare la comprensione delle basi molecolari di tumori rari pediatrici
(Stevens M.C., 2005). Ad esempio, nuove informazioni sui meccanismi
molecolari alla base dell’insorgenza del Rabdomiosarcoma Alveolare (RA)
sono state ottenute alcuni anni fa’ attraverso l'impiego proprio dei cDNA
microarrays (Douglass E. C. et al., 1991, Klein U. e Dalla-Favera R., 2008). Il
RA, sottotipo della piti vasta famiglia dei rabdomiosarcomi che interessano
la muscolatura scheletrica striata, @ un tumore infantile caratterizzato da
scarsa diagnosi e difficile classificazione. Negli USA, ogni anno si stimano
circa 350 nuovi casi di RA, in maggioranza diagnosticati in bambini con
meno di 6 anni di eta. La ratio maschio-femmina & stimata intorno a 1.4:1.
Lo studio dei profili d’espressione ¢ stato facilitato dalla relativa uniformita
genetica che caratterizza questo tipo di tumore (Khan J. et al., 1998, Miller
L.D. et al., 2002): circa il 70% degli individui affetti da RA, infatti, presenta
la traslocazione t(2;13)(q35-37; q14), sebbene altri studi riportino diversi casi
di traslocazione t(1;13)(p36;q14). Queste traslocazioni sono caratterizzate
dalla formazione di nuovi fattori di trascrizione che coinvolgono il gene
FKHR e alcuni geni PAX, PAX7, PAX3; (Klein U. e Dalla-Favera R., 2008).
L'utilizzo di cDNA microarray a bassa densita [1238 cloni di cDNA; (Golub
TR. et al,, 1999)] ha permesso 'identificazione dei geni modulati dai fattori
di trascrizione ottenuti dalle traslocazioni suddette, evidenziando cosi un
pattern di espressione comune in RA che comprende geni legati allo stato di
differenziamento della cellula tumorale progenitrice (ad es. il gene MYL4),
geni coinvolti nelle aberrazioni cromosomiche che contribuiscono alla
progressione tumorale (ad es. il gene FKHR stesso) e geni che codificano per
proteine che stimolano la proliferazione cellulare (ad es. il gene CDK4).

Anche la caratterizzazione e distinzione di rari tumori epatici ha tratto
vantaggio dall'impiego dei profili di espressione genica. I tumori epatici
sono tra i tumori piu diffusi in eta pediatrica e rappresentano la terza causa
di morte per cancro. La loro incidenza media & di circa 710.000 nuovi casi
all’anno: a causa della loro aggressivita, il tasso di mortalita ad essi correlato
& pressoché identico alla loro incidenza (circa 680.000 casi all’anno) (Douglass
E. C. et al.,, 1991). L'epatoblastoma (HB) e il tumore pediatrico del fegato piu
comune ed & osservato principalmente in bambini di eta inferiore ai 3 anni.
L’eziologia dell’HB rimane tutt’oggi sconosciuta: la maggior parte dei casi
di HB sono sporadici e associati a predisposizione genetiche — deregolazio-
ni delle vie metaboliche Wnt/p-catenina come nella poliposi adenomatosa
familiare (FAP) e IGF-2 come nella sindrome di Beckwith-Wiedemann (BWS)
— e a fattori ambientali e/ o legati allo stile di vita poiche i casi di HB associati
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a nascita prematura e basso peso alla nascita negli ultimi anni sono in netto
aumento (DeBaun M.R. e Tucker M. A., 1998, Hughes L.J. e Michels V.V,, 1992,
Parkin D.M. et al., 1993). Sebbene siano state riportate numerose evidenze
riguardanti alterazioni citogenetiche e molecolari — quali la perdita di eterozi-
gosita nel locus 11p15 (in cui risiede il gene IGF-2) e mutazioni dei geni APC
e B-catenina (entrambi coinvolti nel pathway di Wnt/f-catenina) (Ikeda H. et
al., 1997) — gli eventi molecolari alla base di questo tumore non sono ancora
ben definiti e, soprattutto, non consentono di distinguere chiaramente HB
dai tumori epatici dell’adulto. Al fine di identificare i geni differenzialmente
espressi in HB (in comparazione a tessuto epatico sano), I'analisi dei profili
di espressione genica di tessuti tumorali di HB e stata effettuata su cDNA
microarray ad alta densita (Albrecht S. et al., 1994). Tale studio ha permesso
Iidentificazione di alterazioni dell’espressione genica di 26 geni coinvolti
nella divisione cellulare e nella crescita tumorale (tra cui 2 geni dell’asse IGF
quali IGF-2 e IGFBP-4): secondo gli autori quattro di questi geni, che mappa-
no nella regione cromosomica 1q21-q32, sembrano possedere un buon potere
predittivo nell'identificazione del tumore HB.

Inoltre, lo studio dei profili d’espressione mediante cDNA microarray
a bassa densita (circa 1000 geni) di linee cellulari epatiche (Nagata T.
et al., 2003) ottenute da diversi tessuti non tumorali e tumorali di HB e
epatocarcinoma (HCC), ha permesso di distinguere tali linee cellulari in base
all’espressione o meno della a-fetoproteina (AFP). La AFP & una glicoproteina
espressa dal sacco del tuorlo fetale e dal fegato la cui espressione & repressa
immediatamente dopo la nascita. Solo in condizioni tumorali I'espressione
della AFP viene riattivata: cid avviene sia nelle linee cellulari di HB che
di HCC. Nelle cellule esprimenti AFP e stata osservata la modulazione
significativa di 18 geni coinvolti nella cancerogenesi epatica: tale correlazione
tra livelli di espressione di AFP (noto marcatore tumorale epatico) e la
modulazione di uno specifico set di geni permette quindi di definire il profilo
di espressione genica in funzione dell’alterazione fisio-patologica.

Limiti della tecnologia dei microarray applicata ai
tumori pediatrici rari

Affinche I'impiego dei profili di espressione genica nello studio dei tumori
pediatrici rari possa diventare uno strumento clinico di diagnosi, devono
ancora essere risolti innumerevoli problemi riguardanti l’affidabilita e la
riproducibilita dei protocolli sperimentali (Hessner M.]. et al., 2006).
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Lo studio del profilo di espressione genica applicato alle malattie umane
& estremamente complesso sia per la natura altamente sofisticata della
tecnologia del cDNA microarray combinata con la gestione della grande
quantita di dati raccolti che & spesso causa di errori (Kawai H.F. et al.,2001),
sia perche richiede la collaborazione di diverse figure professionali quali
chirurghi, patologi, biologi molecolari e bioinformatici (Miller L.D. et al.,
2002, Tu LP. et al.,, 2004). Inoltre, non esiste un protocollo sperimentale di
riferimento per cui l'esecuzione dei diversi passaggi sperimentali varia in
ogni studio. E’ evidente, quindi, che per risolvere il problema dell’affidabilita
e riproducibilita dei risultati bisogna innanzitutto eseguire degli esperimenti
sottoposti a rigidi controlli di qualita (Van't Veer L.]. e De Jong D., 2002).

In particolare, il problema principale connesso allo studio dei tumori
pediatrici rari attraverso l'impiego di cDNA microarray e legato alla
limitatezza dei campioni da esaminare. L'impiego di campioni di tessuto
fresco congelato sarebbe indispensabile al fine di assicurare che la qualita
dell'RNA, che da essi viene estratto, sia ottimale. Tuttavia, non sempre tali
campioni biologici sono disponibili in quanto nella maggior parte degli
ospedali in cui questi tessuti vengono prelevati, essi sono fissati in formalina
ed inclusi in paraffina. Queste metodiche di fissazione e conservazione
portano ad una considerevole degradazione di RNA (Forster T. et al., 2003).
Di conseguenza, i campioni tissutali conservati in paraffina non risultano
completamente affidabili nella ricerca di nuove espressioni geniche, sebbene
possano essere impiegati nella validazione di nuovi profili di espressione per
i quali geni differenzialmente espressi sono gia stati identificati.

Altro fattore spesso limitante nello studio di tumori pediatrici rari
attraverso cONA microarray € la mancanza di standard nell’esecuzione delle
varie fasi del processo, che causa la grande variabilita inter-esperimento che
ha finora impedito I'impiego dei microarray anche nella pratica diagnostica
(Paik S. et al., 2005). L'individuazione di nuovi profili di espressione genica
dipende dalla numerosita dei campioni da esaminare: il valore prognostico
attribuito a risultati pubblicati su cDNA microarray dovrebbe essere quindi
considerato con molta cautela. In un recente lavoro di meta-analisi, sono stati
riesaminati i risultati di 7 grandi ed importanti pubblicazioni il cui scopo erala
predizione della prognosi di tumori in pazienti sulla base di risultati ottenuti
mediante impiego di cDNA microarray. I risultati ottenuti da questa meta-
analisi hanno dimostrato che la lista dei geni precedentemente identificati e
classificati come predittori di prognosi era altamente instabile e dipendente
dal numero di pazienti utilizzati nel mettere a punto le condizioni di base
dell’esperimento. Per tutti gli studi riesaminati, eccetto uno, la proporzione
dei pazienti erroneamente classificati diminuiva all’aumentare del numero
dei pazienti inclusi nell’analisi. Gli studi selezionati e riesaminati sono
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pertanto risultati troppo ottimistici a causa di una inadeguata validazione
delle condizioni di partenza: in tale meta-analisi, infatti, la conclusione degli
autori e stata che in 5 studi su 7 la classificazione effettuata risultava essere
casuale (Pusztai L. e Hess K.R., 2004)

II ruolo della validazione dei dati attraverso l’analisi di un numero di
campioni sufficientemente ampio rappresenta quindi il fattore limitante
dell’approccio allo studio dei tumori pediatrici rari. Tale limitazione fa’ si che
i risultati che si ottengono da pochi campioni non sia statisticamente valido
e quindi rappresentino piit un risultato qualitativo che quantitativo. Studi
condotti su migliaia di campioni tissutali permettono infatti di tener conto
delle innumerevoli variabilita biologiche dei pazienti donatori (Michiels S.
et al., 2005) consentendo una maggiore attendibilita dei dati ottenuti sia dal
punto di vista della significativita statistica che della applicabilita clinica
(Ntzani E.E. e Ioannidis J.P,, 2003, Ramaswamy S. e Golub T.R., 2002).
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Microarray e celiachia

Camillo Di Tommasol, Mariano Magri?2, Armando Capanna3, Panfilo
Cantelmi4, Paola Tataseo®, Germano Gerosolimo®, Yvonne D’ Alesio®, Alessia
Di Fonso®, Flavio Rispolil, Cinzia Bascietto”, Cinzia Marcantonio®, Leonardo
Geraci® e Francesco Bascietto?

1ASL Avezzano-Sulmona, Ospedale Civile di Sulmona- Divisione di Medicina
Generale; 2ASL Avezzano-Sulmona, Ospedale Civile di Sulmona- Divisione di
Pediatria; 3ASL Avezzano-Sulmona, Ospedale Civile di Sulmona- Divisione di
Endoscopia Digestiva; *ASL Avezzano-Sulmona, Ospedale Civile di Sulmona-
Laboratorio Analisi; >ASL Avezzano-Sulmona, Ospedale Civile di Sulmona, Centro
di Riferimento per lo studio ed il monitoraggio della Malattia Celiaca: Centro
Trasfusionale — Laboratorio di Biologia Molecolare; 6ASL Avezzano-Sulmona,
Ospedale Civile di Sulmona- Laboratorio di Anatomia Patologica; /Divisione di
Gastroenterologia Pediatrica, Policlinico Umberto 1, Roma; 8[stituto Superiore di
Sanita, Roma

Il morbo celiaco (MC) & una patologia autoimmune multi sistemica a
predisposizione genetica ed & caratterizzata da una intolleranza permanente
al glutine, una proteina che si trova nel frumento e cereali affini quali orzo e
segale. L'ingestione di glutine, in soggetti geneticamente predisposti, provoca
una reazione immunologica contro la mucosa duodenale con conseguente
atrofia dei villi ed iperplasia delle cripte. I danni a carico della mucosa
sono causa di malassorbimento intestinale e responsabili di gran parte dei
sintomi di celiachia (diarrea, ritardo della crescita, anemia, osteoporosi ecc.).
Nonostante in passato si & creduto che il MC fosse una malattia esclusivamente
dei Paesi Occidentali, oggi € noto che ha una elevata frequenza anche nei Paesi
in via di sviluppo, dove la presentazione spesso ¢ drammatica. La malattia
celiaca ha una prevalenza di 1:100 — 300 individui, sebbene al momento solo 1
persona su 8 risulta affetta con sintomi clinicamente non evidenti che possono
essere moderati o del tutto non-specifici. Tale difficolta diagnostica riguarda
soprattutto la popolazione adulta. Poiché la percentuale di popolazione non
diagnosticata & elevata, e diverse sono le patologie associate alla celiachia
(diabete di tipo 1, tiroiditi ed epatiti autoimmuni, sindrome di Sjogren, disturbi
neurologici — autismo, depressione, epilessia — cardiomiopatie, ostopenia,
osteoporosi, infertilita, adenocarcinomi e linfomi Non-Hodgkin) € ipotizzabile
una revisione dei criteri diagnostici che consenta diagnosi pill precise e
tempestive (Schuppan D., 2000, Shan L. et al., 2002, Sollid L.M., 2000).
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La diagnosi di celiachia viene posta quando c’e la positivita degli autoan-
ticorpi anti Transglutaminasi (tTG-IgA o IgG in caso di deficit di IgA totali),
o nei bambini con meno di due anni gli anticorpi anti gliadina IgA (AGA);
I'esame istologico su biopsia duodenale rappresenta il “gold standard” dia-
gnostico per la malattia celiaca, mettendo in rilievo la presenza di linfociti
intraepiteliali, I'atrofia dei villi e I'iperplasia delle cripte (figura 1).

Uno dei punti fondamentali nella diagnosi della celiachia risulta essere
la conta dei linfociti intraepiteliali (linfociti T) che deve essere in condizioni
patologiche superiore a 25 linfociti per 100 cellule epiteliali. Questo dato &
particolarmente importante soprattutto oggi in cui si assiste ad un continuo
aumento diagnostico delle forme iniziali, lesioni di tipo 1 e 2 secondo Marsh
o grado A secondo la classificazione Corazza-Villanacci (figura 2).

Vi sono alcuni casi di dubbia interpretazione per sierologia e/ o istologia
dubbia o assente; in tal caso puod essere utile, soprattutto per escludere la
diagnosi, la determinazione degli eterodimeri HLA DQ2 e DQ8, infatti in

Sintomatologia CELIACHIA

antiTG, biopsia duodenale, IgA sieriche

Sierologia POSITIVA Sierologia POSITIVA Sierologia NEGATIVA
Biopsia negativa Biopsia positiva Biopsia positiva
Determinazione Determinazione

DQ2/DQB/DAR1*0201 DQ2/DQB/DAR1*0201

| Determinazione |
[ DQ2/DAB/DAR1*0201

|
Per valutare il rischio
POS NEG di malattie correlate POS NEG

Controllo nel tempo Falsi positivi Analizzare altre
(sierologia ed eventuale patologie

biopsia duodenale)

Figura 1. Algoritmo diagnostico per diagnosi di morbo celiaco. Chiaramente
nei casi paucisintomatici si effettua prima la sierologia e solo in caso di po-
sitivita la biopsia duodenale. Nello screening dei familiari di primo grado si
determina 'HLA DQ e, solo in caso di positivita, verranno controllati perio-
dicamente per la sierologia
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CLASSIFICATIONE ISTOLOGICA SECONDO MARSH Mucosa normale

- Infiltrato linfocitico intraepiteliabe

= |perplasia criptica

- altrofia villesa:
- liee {111 A}
- maoderata (Il B)
<savera (Il C)

- altrafiavillosa totale e ipolasia criptica
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Figura 2. Mucosa intestinale normale e in pazienti affetti da celiachia. E’ al
momento un accertamento indispensabile per la diagnosi di celiachia, poiché
i test anticorpali in mercato non raggiungono il 100% di specificita

caso di loro assenza la diagnosi viene esclusa. La ricerca delle molecole DQ2
e DQ8 andrebbe eseguita anche sui familiari del paziente celiaco, allo scopo
di identificare casi di celiachia anomali o silenti.

La dieta senza glutine, al momento unica terapia efficace, provoca una
progressiva riduzione della lesione fino alla rinormalizzazione della muco-
sa duodenale, e una graduale negativizzazione degli autoanticorpi (TGA,
EMA). Sono in corso di valutazione e sperimentazione (alcune anche sull'uo-
mo) terapie alternative alla dieta priva di glutine, grazie ad una migliore
conoscenza dei meccanismi che sono alla base del MC (riduzione o degra-
dazione dei peptidi tossici sulla materia prima o per via orale, inibitori della
transglutaminasi di tipo2 e della risposta di tipo T, antagonisti del recettore
della zonulina,..) (figura 3).
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Figura 3. Schema del passaggio dei peptidi del glutine attraverso le “giunzio-
ni strette” (tight junctions) delle cellule epiteliali intestinali con conseguente
instaurazione della risposta infiammatoria locale.
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Genetica e celiachia

La malattia celiaca & determinata geneticamente: nonostante esiste una
evidente predisposizione familiare (circa il 15% dei parenti di primo grado di
pazienti celiaci sviluppa a sua volta la patologia), la trasmissione non & di tipo
mendeliano, ma poligenica multifattoriale: diversi geni devono interagire con
fattori ambientali (dieta e probabili infezioni virali) per I'instaurarsi della malat-
tia. E" ormai accertato che il MC ha una forte associazione con il sistema HLA
(Sistema Maggiore di Istocompatibila) di classe II, in particolare con le molecole
HLA DQ2 ed HLA DQ8, ma tale fattore di rischio, legato al locus HLA-DQ
non spiega interamente la suscettibilita genetica a sviluppare la patologia. La
maggior parte dei pazienti celiaci (90%) possiede la molecola DQ2 (DQal*05/
DQb1*02), una minoranza (5%-10%) quella DQ8 (DQal*0301/DQb1*0302) o
I’allele DQb1*0201 in omozigosi, che conferiscono fino al 40% di rischio genetico
di sviluppare la patologia. Questi geni perd sono presenti anche nel 30% della
popolazione generale, confermando quindi la componente multigenica del MC.
Le molecole HLA hanno un ruolo importantissimo nella sorveglianza e prote-
zione da agenti esterni e/ o pericolosi per I'organismo. In particolare le molecole
HLA di classe IT hanno I'importante compito di presentare gli antigeni estranei
ai linfociti T CD4+, attivandoli: in seguito a tale passaggio si instaura una reazio-
ne inflammatoria ed immunitaria per distruggere 1’antigene presentato. I pep-
tidi di glutine non sono completamente digeriti dagli enzimi gastrici, intestinali
e pancreatici; e stato isolato un peptide composto da 33 aminoacidi in grado di
reagire con la transglutaminasi tissutale (tTG), 'autoantigene della celiachia. La
TG & un enzima in grado di riparare le lesioni della mucosa intestinale mediante
reazioni di transamidazione; in particolari condizioni microambientali, la TG ¢ in
grado di svolgere reazioni di deaminazione: la deaminazione delle glutammine
porta alla formazione di acido glutammico. Quando la deaminazione avviene
a carico della gliadina, si producono cariche negative che favoriscono il legame
del peptide alle molecole DQ2 e DQ8 responsabili dell’attivazione dei linfociti T
presenti nell'intestino con successiva produzione di citochine e danno tissutale:
le lesioni della mucosa intestinale probabilmente sono dovute alla produzione
di INFy da parte delle cellule T specifiche per il glutine e da una continua rispo-
sta inflammatoria organo specifica. Dunque uno dei principali fattori coinvolti
nella patogenesi della celiachia & un difetto nella presentazione dell’antigene da
parte delle cellule epiteliali insieme alle proprieta intrinseche della gliadina ed
al particolare aplotipo HLA-DQ. Nonostante il meccanismo di danno tissutale
sembra essere individuato in una risposta anormale del sistema immunitario
in sede intestinale, la perdita della tolleranza al glutine probabilmente & legata
a cambiamenti della permeabilita intestinale secondari ad un’alterazione delle
“tight junctions”, che lascerebbero penetrare i peptici “tossici” (Nilsen E.M. et
al., 1998) (figura 4) (figura 5).
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Sierologia DR Alleli DQ Aplotipo
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Figura 4. L’'HLA nella celiachia.Geni HLA di classe II che codificano per l'ete-
rodimero DQ2: ¢ importante notare come i due alleli che permettono la for-
mazione dell’eterodimero possono essere ereditati da un unico genitore (CIS)
o un allele da un genitore ed un allele dall’altro (TRANS); nel caso aplotipo
DQ2 ereditato in trans, potrebbero non esserci altri familiari di primo grado
predisposti al MC.

Poiche la concordanza del MC in gemelli monozigotici & circa dell’80%
mentre in gemelli dizigotici con aplotipo HLA identico & del 30%, & chiaro che
altri geni sono coinvolti nell'instaurarsi della malattia stessa.

Al momento diversi studi sono stati condotti allo scopo di evidenziare altri
loci genici coinvolti nella malattia, ma spesso sono discordanti tra di loro o
non vengono confermati in studi condotti su popolazioni diverse.

Sommariamente, esistono particolari regioni genomiche probabilmente
coinvolte nella predisposizione alla celiachia:

* una regione sul braccio lungo del cromosoma 5 (5q31-33) (CELIAC 2)

contenente geni codificanti citochine e molecole proinfiammatorie;

* una sul braccio lungo del cromosoma 2 (2q31-33) (chiamata CELIAC 3)

contenente i geni CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Antigen
4), CD28 e ICOS (Inducible CO-stimulator genes), geni con funzione
regolatoria sui linfociti T. Per quanto riguarda il gene CTLA-4 si & visto
che un aplotipo (polimorfismi in successione sul gene) piuttosto comune
sembra essere associato alla celiachia;
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Figura 5. I frammenti di gliadina permettono una risposta autoimmunitaria,
mediante produzione di anticorpi anti tTG.

* una sul cromosoma 19 (19p13) contenente il gene della miosina 9B
(MYO9B), che potrebbe avere un ruolo nel rimodellamento degli ente-
rociti, anche se i dati finora raccolti sono contrastanti. La miosina 9B &
una proteina presente nel citoscheletro delle cellule, in grado di regolare
la permeabilita intestinale, agendo sulle giunzioni intercellulari delle
cellule epiteliali. Tale gene, o meglio un polimorfismo di tale gene & stato
recentemente associato al linfoma intestinale a cellule T.

* Vi sono allo studio anche altre regioni di cui non si hanno dati significa-
tivi di associazione, sui cromosomi 4, 10, 11, 15 e 22.

Per concludere, le molecole HLA-DQ2 e DQS8 hanno un ruolo cruciale ma
non sufficiente nell'insorgenza del MC (Wapenaar M.C. e Wijmenga C.,2005,
Wolters V.M., Wijmenga C., 2008).
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L'importanza dell’analisi di espressione genica
mediante microarrays

Sebbene diversi aspetti della patogenesi di questa malattia sono stati sve-
lati, esistono tuttora numerosi lati oscuri, sia sulla genetica di predisposizione
sia su alcuni processi molecolari poco chiari dell’instaurazione della reazione
immune e del rimodellamento della mucosa duodenale.

L’applicazione della tecnologia dei microarrays per lo studio dei fattori
genetici coinvolti nel MC e stata spinta, dunque, dalla crescente necessita di
analizzare in un singolo esperimento l'intero patrimonio genetico (genoma)
dal punto di vista funzionale, ovvero attraverso 1’analisi dei suoi prodotti di
trascrizione (trascrittoma). Le complesse reti di modulazione dell’espressione
genica differenziata, che consentono la traduzione di un genoma comune ai
diversi tipi cellulari in uno stesso individuo, nelle caratteristiche morfologiche
e funzionali specifiche di ogni cellula, sono difficili da decifrare con le
metodiche tradizionali della biologia molecolare. Queste sono in grado di
analizzare un gene o un prodotto genico alla volta, un limite insormontabile
se si vuole capire il normale e coordinato funzionamento di decine di
geni reclutati dalla cellula durante le risposte fisiologiche e le situazioni
patologiche. Gli esperimenti che esaminano tutti i geni di un genoma su un
singolo substrato procurano una visione globale del fenomeno biologico,
impossibile da ottenere con tecnologie limitate a sottoinsiemi di geni.

Nel MC gli arrays di espressione genica possono essere utilizzati per:

* identificare le basi molecolari della malattia: il confronto dei profili di
espressione tra cellule duodenali di pazienti affetti e non pud essere un
valido strumento per I'identificazione dei geni coinvolti nella patogenesi,
come

o fattori causali,
o fattori di rischio predisponenti,
o markers della progressione/ripresa di malattia (Sprue refrattaria).

* analizzare il meccanismo di azione del glutine, mettendo a confronto
biopsie da pazienti celiaci a dieta con glutine (alla diagnosi) e dieta priva di
glutine (in terapia). Il risultato dell’interazione del glutine con le molecole
bersaglio puo essere l'alterazione dell’espressione di geni. I microarrays
possono essere utilizzati per identificare queste alterazioni, sia in studi
in vitro mediante il confronto tra linee cellulari trattate e di controllo,
sia in trial clinici mediante la caratterizzazione dei profili di espressione
in pazienti sottoposti a trattamento. I profili di espressione associati al
trattamento medico (dieta priva di glutine) possono essere utili anche per
identificare l’alterazione dell’espressione di geni che provocano effetti
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collaterali. Infine i profili di espressione associati a patologie correlate con
il MC (stratificando i pazienti per presenza o meno delle diverse patologie)
possono essere utili per identificare I'eventuale anomala espressione di geni
responsabili delle altre condizioni autoimmuni associate alla celiachia.

Attualmente non sono molti gli studi di espressione genica del MC, sia in
vivo che in vitro, mediante tecnologia arrays.

In un primo studio (Juuti-Uusitalo K. et al., 2004 e 2007) sono state analiz-
zate, con la tecnologia cDNA microarray contenenti 5184 geni, biopsie duode-
nali da pazienti celiaci non trattati, da pazienti celiaci a dieta senza glutine, e
da controlli sani. Sono stati evidenziati un numero di geni differenzialmente
espressi nei pazienti celiaci non trattati rispetto ai trattati (n. 98) e ai controlli
sani (n. 156), geni correlati all’attivazione di linfociti T e B, e geni coinvolti
nel differenziamento delle cellule epiteliali. Inoltre nei soggetti posti a dieta
senza glutine si & notata ’aumentata espressione del gene PP2A, che ha un
ruolo nell’inibire I'attivazione di CTLA-4. CTLA-4 svolge un ruolo cruciale
nel blocco dell’attivazione dei linfociti T e di conseguenza nell’inibizione
della risposta immune, per cui la disregolazione di PP2A osservata nei celiaci
non trattati potrebbe inibire CTLA4 e di conseguenza aumentare 1'attivazione
dei linfociti T. Il tentativo di identificare alterazione dell’espressione di geni
compresi nelle regioni sospette di predisposizione (5q30-33 e 2q31-33) & fal-
lito a causa del basso numero di geni appartenenti a queste regioni presente
negli array utilizzati nel lavoro citato.

In uno studio successivo (Diosdado B. et al., 2004) sono stati utilizzati
microarray contenenti 19200 geni (quasi 4 volte superiori dello studio prece-
dente) e sono state esaminate biopsie di 15 pazienti celiaci con atrofia dei villi
(stadio Marsh 3) comparate con 7 controlli, biopsie duodenali normali (Marsh
0); inoltre sono state comparate 7 biopsie da celiaci non trattati (M 3) con 4
biopsie da pazienti trattati con dieta senza glutine. Nello studio comparato
Marsh 3 vs Marsh 0 sono stati individuati 109 geni differenzialmente espressi
(p<0.001), di cui 76 con aumentata espressione e 33 con ridotta espressione.
Questo studio conferma che la celiachia & una patologia mediata dai linfociti
Th1 (up-regolazione del pathway dell’IL-2). Inoltre un buon numero dei geni
evidenziati hanno funzioni in vie di proliferazione e differenziamento delle
cellule epiteliali e possono avere un ruolo cruciale nella corretta formazione
di villi e cripte. Cio potrebbe suggerire che nell’instaurarsi della lesione celia-
ca possa essere rilevante un fallimento nel differenziamento cellulare. Inoltre
nella comparazione di biopsie di pazienti celiaci non trattati con pazienti a
dieta senza glutine sono stati evidenziati 120 geni con alterata espressione
(p<0.005), con 75 iperespressi. Questo ha permesso di evidenziare, tra gli altri
geni, la significativa iperespressione del gene PREP codificante per I"enzima
prolil endopeptidasi nei celiaci a dieta con glutine rispetto ai trattati. La prolil
endopeptidasi & un enzima che idrolizza regioni proteiche ricche di prolina
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come la gliadina. Si e visto inoltre che anche nei controlli normali, con pre-
senza di glutine nella dieta, si & evidenziata una iperespressione di PREP, per
cui si e ipotizzato che il glutine induca I'espressione di questo gene, e inoltre
che nei pazienti celiaci I'attivita di questo enzima sia ridotta per cui la glia-
dina non verrebbe tagliata in frammenti pit1 piccoli e di conseguenza privi
di attivita immunogena. Si & quindi ipotizzato che la prolil endopepidasi del
batterio Flavobacterium meningoseticum possa in futuro essere utilizzata nel
trattamento di pazienti celiaci (Troncone R. et al., 2008, Clemente M.G. et al.,
2003, Fasano A. et al., 2000).

Sebbene i risultati di questi studi siano incoraggianti, al momento non
sono stati ancora pubblicati altri studi che possano, sia confermare i risultati
ottenuti, sia mettere in luce nuovi meccanismi molecolari patogenetici.

Il gruppo di ricerca del Centro di Riferimento Regionale per la diagnosi ed il
monitoraggio della Malattia Celiaca di Sulmona, ha iniziato un studio condotto
su biopsie di pazienti celiaci analizzandone I’espressione genica con microar-
ray che permettono 1’analisi contemporanea dell’espressione di 27.868 geni
(notevolmente maggiore rispetto agli studi precedenti). Nello studio sono
state inserite biopsie di pazienti ad uno stadio iniziale della patologia (Marsh
1) al fine di poter identificare marcatori precoci della lesione celiaca che pos-
sano spiegare l'instaurarsi della patologia, fornendo, forse, risposte su quali
siano i primi fondamentali eventi che si verificano nella risposta immune
contro la mucosa duodenale.

Un’ analisi iniziale secondo il metodo CA (Cluster Analysis) ha evidenziato
153 geni differenzialmente espressi (78 iper-espressi e 75 down-espressi) quan-
do il confronto & stato fatto tra biopsie duodenali di pazienti allo stadio Marsh
3 e stadio Marsh 0, e 763 geni differenzialmente espressi (394 iper-espressi e
396 down-espressi) quando il confronto & stato fatto tra biopsie duodenali di
pazienti allo stadio Marsh III e stadio Marsh 1. In entrambi i casi si & evidenzia-
ta una iperespressione dei geni coinvolti nei pathways immunologici, con parti-
colare riferimento ai geni coinvolti nell’attivazione dei linfociti T e B: & impor-
tante segnalare l'ipoespressione del gene Foxp3, marcatore delle cellule Treg,
in grado di regolare la differenziazione e la proliferazione dei linfociti Thl.
Altre categorie di geni la cui espressione e risultata modificata sono Fattori di
trascrizione, Ubiquitine, Metabolismo degli aminoacidi, Pathway dell'insulina,
Regolazione della matrice cellulare e Legame al DNA (figura 6).

In attesa di confermare i risultati mediante Real-time PCR, allo scopo di
capire quali gruppi di geni si muovono contemporaneamente e la loro signi-
ficativita nel MC, i dati sono in corso di valutazione mediante la metodologia
PCA (Principal Component Analysis).

Un’applicazione molto promettente della metodologia array, potrebbe
essere lo studio del cambiamento dell’espressione genica in sistemi in vitro
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Figura 6. a) analisi arrays di biopsie duodenali di pz con Marsh 0 (colonne
1-3), pz con Mars 1 (Icolonne 4-6) e pz con Mars 3 (colonne 7-9); b) lo “scat-
ter plot” permette una visualizzazione d’insieme dei geni differenzialmente
espressi dopo applicazione dei calcoli statistici. I colori diversi dei puntini
evidenziano il “fold change”, cioé quante volte un gene é differenzialmente
espresso nel tessuto in analisi rispetto al controllo.

di cellule epiteliali da pazienti celiaci, espanse in vitro e stimolate in presenza
di diversi peptidi della gliadina.

Inoltre sarebbe opportuno completare 1’analisi dell’espressione genica da
cellule epiteliali di pazienti celiaci (in vivo ed in vitro) mediante 1’analisi dei
microRNA, regolatori negativi della trascrizione genica.

Prospettive future

In salute pubblica, lo scopo finale dell’'unione della ricerca di base e di
quella clinica dovrebbe essere migliorare la qualita della vita della popola-
zione, da una parte perfezionando strategie di prevenzione primaria e di
diagnosi, e dall’altra migliorando i trattamenti per il Morbo Celiaco.

La prevenzione primaria richiedera I'unione di ricerche epidemiologiche,
cliniche e di base. Questi studi dovranno tener conto anche dell'importanza
della genetica delle cellule epiteliali nello sviluppo della celiachia. Dunque
il criterio diagnostico potrebbe essere rivisto, portando certamente ad una
migliore diagnosi e a programmi di prevenzione.
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La conoscenza dell’eventuale disregolazione a livello intestinale nella
patologia del Morbo Celiaco, associata ai dati gia acquisiti (predisposizione
HLA mediata), potra permettere, chiaramente, lo sviluppo di farmaci in
grado di migliorare la qualita di vita dei pazienti affetti da Celiachia.

In definitiva, lo studio della genetica di cellule epiteliali in vivo ed in vitro,
in pazienti celiaci e controlli sani, potrebbe portare a definire con chiarezza
i geni coinvolti nella malattia celiaca. Questo aprirebbe la strada a program-
mi di studio sull’interazione gene- ambiente, ma soprattutto a programmi
di screening, evitando l'insorgenza di patologie correlate al Morbo Celiaco
(Tiroiditi; Diabete di tipo 1; Linfoma).
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