Capitolo 1
1.
 Introduzione
Il cancro ha un profondo impatto sul sistema emostatico dell’organismo. L’associazione tra tumore e coagulazione è nota già da tempo, essendo stata 
individuata e descritta per la prima volta nel 1865 dal medico francese Armand Trousseau, il quale aveva 
intuito una certa interconnessione tra questi due contesti apparentemente 
distanti, ma non era riuscito a dimostrarla scientificamente. Da allora, sono stati condotti diversi studi e negli 
ultimi anni questo pericoloso legame si sta delineando con sempre maggiore chiarezza, grazie anche ad un crescente interesse sull’argomento. 
Anormalità nei parametri emostatici sono osservate nel 50% dei pazienti con cancro e nel 95% di quelli con metastasi e si ritiene che il 10-20% dei pazienti con una neoplasia presenti almeno un episodio tromboembolico 
lungo il decorso della propria malattia (Nijziel M.R. et al , 2006). Tali anomalie nel sistema emostatico neoplastico portano ad un forte squilibrio tra le attività coagulante e anticoagulante. Più precisamente tale squilibrio si traduce in uno stato di ipercoagulabilità scatenato dal tumore stesso (Iqbal S. 2000) e di conseguenza, determina una maggior suscettibilità a sviluppare disordini trombotici. Le manifestazioni cliniche del profondo impatto del tumore sul sistema emostatico comprendono le trombosi venose profonde, gli embolismi polmonari, le tromboflebiti 
migratorie (indicate con il termine “
sindrome di Trousseau”), le 
endocarditi trombotiche non batteriche e le trombosi arteriose (Karimi M. et al,  2010). 

I tromboembolismi venosi (VTE) rappresentano una delle complicanze maggiormente riconosciute dei tumori solidi al seno, alle ovaie, al pancreas, allo stomaco e ai polmoni (Karimi M. et al,  2010) e contribuiscono notevolmente a peggiorare la qualità di vita dei pazienti. L’incidenza di VTE nella popolazione generale e in quella con il cancro è di 0,1-2% e 10-15%, rispettivamente (Nguyen D. et al, 2008.). Si è visto inoltre che i VTE sono la seconda causa di mortalità più frequente nei pazienti con cancro, incrementando il rischio di morte da 4 a 8 volte rispetto ai pazienti senza VTE (Karimi M. et al,  2010). Questa complicazione inoltre, si rivela spesso come la prima manifestazione clinica di una neoplasia occulta, prima ancora di essere diagnosticata (Kakkar A.K. et al, 2010), oltre a rappresentare un campanello d’allarme, in quanto è stato visto che in pazienti non tumorali che presentano tromboembolismi idiopatici, il 10-15% svilupperà una neoplasia entro 3 anni dall’evento acuto (Nijziel M.R. et al, 2006). 
1.1 Complicanze trombotiche nel mesotelioma maligno
Tra i tumori solidi maggiormente interessati da rischi trombotici, il cancro alle ovaie, al pancreas e al fegato inducono un forte stato di ipercoagulabilità e sono associati con un’elevata incidenza di eventi tromboembolici (Karimi M. et al,  2010). Tuttavia, evidenze cliniche sostengono che il tumore più suscettibile all’insorgenza di eventi trombotici, incluse le trombosi arteriose, è il mesotelioma maligno (MM), in cui l’incidenza di tali complicanze è molto più 
elevata rispetto agli altri tipi di tumore (circa 30%) (Nguyen D. et al, 2008). Il mesotelioma è una neoplasia altamente 
aggressiva che interessa il mesotelio, ossia lo strato di cellule che riveste le cavità sierose del corpo (pleura, peritoneo, pericardio, cavità vaginale e dei testicoli). 
La patogenesi della trombosi nei pazienti con MM è dovuta in parte al tessuto tumorale che comprime le vene e in parte allo stato di ipercoagulabilità caratterizzato dalla secrezione da parte delle cellule tumorali, di fattori pro-coagulanti e di mediatori dell’infiammazione che potenziano la funzione piastrinica e inibiscono la fibrinolisi; dagli 
elevati livelli plasmatici di fibrinogeno e dall’aumentato turnover di fibrina, che porta a coagulazione 
disseminata intravascolare (Nguyen D. et al, 2008; Ames P.R. et al, 2008). La scarsa qualità di vita che contraddistingue i pazienti con MM e il breve decorso del tumore (6-12 mesi), sono ulteriormente aggravate dall’insorgenza di tali eventi trombotici.
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Figura 1. % di decessi in funzione del tempo della diagnosi
Quindi, qualsiasi miglioramento apportabile alla qualità di vita di questi pazienti, incluse eventuali terapie con anticoagulanti, dovrebbe essere tenuto in considerazione nella ricerca di futuri trattamenti per questa severa neoplasia, ancora poco nota. 

Ci sono infatti scarse conoscenze relative ai meccanismi biologici e molecolari che stanno alla base dell’insorgenza del MM. Quello che ormai è stato accertato è il ruolo dell’esposizione all’amianto come responsabile della quasi totalità dei casi rilevati di MM pleurico (circa l’80%) ma non è ancora del tutto chiaro il meccanismo con cui essa favorisca la trasformazione di una cellula mesoteliale sana in tumorale. È noto che elevate concentrazioni di 
asbesto inducono un effetto citotossico nelle cellule mesoteliali, causando 
lesioni pre-mutageniche e quindi un danno al DNA, tra cui rotture nel singolo e doppio 
filamento e 
danni a livello delle 
singole basi. L’amianto esercita anche un effetto genotossico, mediante il rilascio di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e dell’azoto (RNS), che giocano un ruolo chiave nella trasformazione neoplastica in quanto innescano 
aberranti cascate di segnali 
cellulari, determinano un elevato danno sul DNA e scatenano una proliferazione 
cellulare incontrollata (Heintz N. et al , 2010). L’esposizione all’amianto è in grado di scatenare anche processi infiammatori; ad esempio, i macrofagi alveolari in seguito alla fagocitosi delle fibre, scatenano una reazione infiammatoria con conseguente rilascio di citochine, tra cui il Tumour Necrosis Factor (TNF-α) (Choe N. et al, 1997), il quale ricopre un ruolo 
critico nella carcinogenesi indotta dall’amianto: mediante l’attivazione dell’NF-kB, TNF- α esercita un effetto citoprotettivo e anti-apoptotico, per il quale le cellule sarebbero più propense a dividersi piuttosto che morire, favorendo quindi la formazione del tumore (Fig.2) (Yang H. et al, 2006; Wang Y. et al, 2004). 
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Figura 2. TNF-a inibisce la citotossicità dell’asbesto via NF-kB: 
possibile meccanismo per la carcinogenesi indotta dall’amianto
1.2 
Infiammazione, emostasi e tumore
La patofisiologia della formazione di trombi nelle neoplasie è piuttosto complessa e riflette differenti meccanismi che sono generalmente correlati con la risposta dell’ospite al tumore. Tali meccanismi includono l’attivazione della cascata della coagulazione, lo scatenarsi di processi infiammatori e la produzione di citochine. Le cellule tumorali possono scatenare direttamente un’attivazione cronica della cascata della coagulazione, producendo 
elevati
 livelli di 
molecole pro-coagulanti che vengono continuamente 
consumate e 
rigenerate (Noble S. et al, 2010), 
quali il Tissue factor (TF). La produzione di sostanze pro-coagulanti da parte delle cellule tumorali sembra essere più di un semplice effetto collaterale del tumore; infatti, ci sono considerevoli evidenze che i fattori del sistema di coagulazione non solo sono coinvolti nel rischio trombotico 
associato al cancro, ma giocano un ruolo importante nella biologia del cancro stesso, favorendo la crescita della massa tumorale, l’invasività, la metastatizzazione e l’angiogenesi (Nijziel M.R., 2006).
Il Tissue factor è il fattore chiave che innesca la cascata della coagulazione. Esso attiva il fattore VII (VIIa) con cui si associa a formare un complesso che attiva direttamente il fattore X (Xa); il complesso TF-VIIa è in grado di attivare il fattore X anche indirettamente, attivando il fattore IX che insieme all’VIIIa attivano il fattore X. Quest’ultimo, insieme al fattore Va, è responsabile della 
conversione della Protrombina in Trombina, la quale promuove la formazione del coagulo, inducendo la 
conversione del fibrinogeno in 
fibrina, attivando le piastrine e stimolando la propria formazione mediante l’attivazione dei fattori della coagulazione V, VIII e XI (Fig.3) (Nijziel M.R., 2006). 
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Figura 3. Cascata della coagulazione
Oltre ad avere un ruolo centrale nella coagulazione, la trombina possiede anche una funzione chemotattica nei confronti dei leucociti e monociti, stimolando la loro migrazione ai siti di lesione; pertanto la trombina svolge anche una funzione pro-infiammatoria.
Normalmente, il TF è localizzato nei tessuti extravascolari; in seguito ad una lesione dell’endotelio, esso entra in contatto con il circolo sanguigno, determinando l’attivazione piastrinica, la formazione di f
ibrina e il riparo della lesione. Nei pazienti con cancro, invece, il TF è aberrantemente espresso sulle cellule endoteliali, sui monociti attivati e sulle cellule tumorali stesse: 
elevati
 livelli di TF sono riscontrabili in molti tipi di cancro (seno, polmone, cancro colon-rettale, pancreas) dove contribuiscono notevolmente a promuovere e mantenere uno stato di ipercoagulabilità pro-trombotico e correlano con un’incrementata angiogenesi, up-regolando l’espressione del Vascular endothelial growth factor VEGF. L’espressione aberrante di TF sulle cellule endoteliali è indotta dalle citochine infiammatorie, in particolare dal TNF-α e dall’interleuchina IL-1β, prodotte 
dalle cellule tumorali (Nijziel M.R., 2006). Infatti, i processi infiammatori che si scatenano nelle cellule tumorali esercitano molteplici effetti sull’equilibrio emostatico, contribuendo  notevolmente all’instaurarsi dello stato di ipercoagulabilità tipico del tumore. Più precisamente, i mediatori dell’infiammazione o citochine shiftano l’equilibrio emostatico a favore della coagulazione agendo a vari livelli del processo a cascata e molte evidenze sperimentali e cliniche hanno confermato un ruolo determinante delle citochine nella regolazione dell’equilibrio emostatico, sia in condizioni fisiologiche sia in condizioni patologiche (Grignani G. et al, 2000). Le citochine comprendono il Tumor Necrosis Factor TNF-α, le Interleuchine, dall’IL-1 all’IL-8, gli Interferoni, tra cui IFN-α e IFN-γ e le Chemochine .

Il TNF-α è 
considerato una delle citochine pro-infiammatorie maggiormente coinvolte nel sistema emostatico. È prodotto principalmente da macrofagi e monociti, linfociti attivati e neutrofili. Le sue funzioni principali includono l’uccisione delle cellule tumorali, l’induzione dell’espressione delle molecole di adesione ai siti di infiammazione, l’attivazione delle cellule B, dei neutrofili e dei monociti, la produzione di interleuchine IL-1, IL-6 e IL-8 (Lee J.Y. et al, 2003). TNF-α, come già è stato detto, è fortemente implicato nella cascata della coagulazione e nel sistema emostatico; il suo contributo si manifesta con un aumento della conta e della reattività piastrinica; una sotto-regolazione dei sistemi anti-coagulanti, inibendo l’espressione dell’anti-coagulante naturale Trombomodulina  (Moore K.L. et al, 1989), con conseguente minor produzione della proteina C attiva (APC) (Conway E.M. et al, 1988); la modulazione dell’attività fibrinolitica endoteliale, contrastando la fibrinolisi e incrementando la concentrazione di fibrinogeno, mediante la produzione dell’inibitore della fibrinolisi Plasminogen activator inhibitor-1 PAI-1 (Schleef R.R. et al, 1988); l’induzione dell’espressione del fattore pro-coagulante Tissue factor , i cui livelli sono incrementati dal processo infiammatorio stesso (Cermak J. Et al, 1993).
L’influenza dell’infiammazione sul sistema emostatico è stata confermata anche dall’osservazione che nell’uomo, la somministrazione intravenosa di  TNF-α  attiva la cascata della coagulazione (Bauer K.A. et al, 1989).

L’associazione tra infiammazione e sistema emostatico non è 
univoca, nel senso che anche il sistema di coagulazione esercita un impatto significativo sulla risposta flogistica: gli enzimi della coagulazione, la trombina, così come l’attivazione piastrinica e la 
fibrina promuovono e incrementano il processo infiammatorio favorendo il rilascio di elevate concentrazioni di mediatori pro-infiammatorie, la sintesi del tissue factor e la secrezione delle citochine infiammatorie (Esmon C., 2005). 

1.3  Sistema anticoagulante
1.3.1  Proteina C attiva
Il sistema anti-coagulante più sensibile alla down-regolazione da parte dei mediatori infiammatori è quello della proteina C (PC), la quale inibisce la coagulazione degradando i fattori VIIIa  e Va e inattivando proteoliticamente alcuni cofattori coinvolti e  induce la fibrinolisi, inattivando PAI-1 (Sakata Y. Et al, 1985); inoltre, APC blocca la produzione e l’attività della trombina mediante l’Antitrombina e il protein C inhibitor (Esmon C.T., 1989;  Rezaie A.R. et al, 1995).
L’attivazione della proteina C dipende dal legame sulla superficie delle cellule endoteliali, tra la trombina e il suo cofattore, la trombomodulina TM e tale complesso trombina-TM determina una più accelerata attivazione della proteina C (fino a 1000 volte più attivata) (Fig 4). Dopo che si è formato il complesso trombina-trombomodulina, si verifica un cambiamento conformazionale della trombina stessa (Baglin T.P. et al, 2002), tale per cui i due fattori si dissociano e APC si lega alla proteina S, esercitando tutte le sue funzioni anti-coagulanti appena descritte. TM ha un’elevata affinità per la trombina e si lega ad essa a formare un complesso 1:1; la trombina legata alla TM assume un ruolo opposto, ossia da pro-coagulante diventa anticoagulante, perdendo la sua capacità di convertire il fibrinogeno in fibrina e di attivare i fattori V e VIII. Quindi è chiaro che una deficienza di TM determinerebbe una minor attivazione della proteina C, con conseguente incremento dei livelli di trombina e contribuirebbe ad instaurare e mantenere uno stato cronico di infiammazione cellulare (Wang J. Et al, 2007).
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Figura 4. Schema del sistema anti-coagulante della 
proteina C
I sistemi anti-coagulanti, oltre a bilanciare il sistema della coagulazione, possiedono anche proprietà anti-infiammatorie, in quanto sono in grado di inibire la secrezione di TNF-α attenuando la risposta flogistica, indipendentemente dalla loro proprietà anti-coagulante (Okajima K., 2001).

1.3.2 Trombomodulina
La Trombomodulina (TM) è una glicoproteina di membrana, codificata da un gene privo di introni e localizzato sul cromosoma 20 (20p12). 

È espressa principalmente sulla superficie delle cellule endoteliali vascolari, ma è stata 
individuata anche sulla superficie di molte cellule anche tumorali, tra cui quelle del polmone, del pancreas (Conway E.M. et al, 1988)  e del fegato (Esmon C., 2005); inoltre, può essere rilevata anche in forma solubile a livello plasmatico e a livello urinario (forma solubile sTM); ciò ne rende 
possibile un suo utilizzo come marker di prognosi per vari tipi di tumore, incluso il tumore al seno (Okajima K., 2001). Alcune evidenze sostengono che TM potrebbe anche essere impiegata come marker immunoistochimico nella diagnosi differenziale di vari tipi di tumore, inclusi quelli linfo-vascolari (Kim S.J. et al, 1997), tumore esofageo a cellule squamose (Hao B. et al, 2004) e adenocarcinoma polmonare (Comin C.E. et al, 2001).
TM è trascrizionalmente up-regolata dalla trombina, dal vascular endothelial growth factor (VEGF), dall’acido retinoico, dall’istamina, dalle statine e dall’heat shock; mentre è down regolata da stress meccanici (Bergh N. et al, 2009), forze emodinamiche, ipossia, lipoproteine a bassa densità (LDL) ossidate, dal transforming growth factor (TGF-β), etc.. (Bauer K.A. et al, 1989). Sebbene sia stato visto che TNF-α e IL-1β stimolano l’espressione di TM a livello dei macrofagi, a livello endoteliale molti studi hanno dimostrato che i mediatori dell’infiammazione quali il TNF-α, ne sopprimono l’espressione, sia a livello trascrizionale, che post-trascrizionale. Uno dei meccanismi con cui avviene questa inibizione passa attraverso l’attivazione di NF-κB, il quale, anche se solitamente media l’attivazione  della trascrizione, si comporta da repressore trascrizionale. Il fatto che NF-κB possa regolare l’espressione di TM fornisce evidenze che confermano l’esistenza di un pathway molecolare 
comune, con il quale l’infiammazione può influenzare l’emostasi, modulando l’espressione dei fattori coagulanti e degli anti-coagulanti (Sohn R.H. et al, 2005).

TM svolge numerose diverse funzioni biologiche, oltre a quelle già citate anti-coagulanti e anti-trombotiche. Questa glicoproteina infatti, possiede capacità anti-infiammatorie, inibendo la risposta flogistica mediante la riduzione dei mediatori infiammatori, 
quali il TNF-α (Okajima K., 2001); esercita effetti anti-apoptotici; è in grado di inibire la proliferazione 
cellulare, indipendentemente dalle sue proprietà anticoagulanti (Schleef R.R. et al, 1988); infine, funge da regolatore dell’invasività tumorale e da inibitore del processo metastatico (Iqbal S., 2000). La metastasi rappresenta un complesso processo multi-step che prevede il distacco di cellule dalla massa tumorale primaria, il loro rilascio in circolo, il trasporto in distretti più o meno 
distanti, l’adesione all’endotelio e l’invasione dei nuovi siti metastatici, mediante la crescita e la costruzione di nuovi vasi per angiogenesi. La trombomodulina potrebbe influenzare uno o più di questi step riducendo il rischio di metastasi; ad esempio, potrebbe partecipare all’adesione tra le cellule impedendone l’eccessiva motilità (Iqbal S., 2000); oppure TM, essendo un anticoagulante 
naturale, potrebbe impedire l’adesione delle cellule tumorali all’endotelio di nuovi siti mediante ponti di 
fibrina, limitando così l’invasione del tumore in nuove sedi.  
È stato dimostrato che la malignità cellulare è inversamente 
correlata con l’espressione di TM (Higuchi T. et al, 2009): la sua ridotta espressione tissutale e il concomitante aumento a livello plasmatico sembrano giocare un ruolo 
critico nel processo metastatico in vari tipi di tumore, tra cui il cancro colorettale e quello al pancreas (Iqbal S., 2000; Lindahl A.K. et al, 1993), essendo 
associati con l’invasione e la formazione di metastasi del tumore (Xu G.B. et al, 2003).

Varie evidenze sostengono che TM è down-regolata in molte patologie, inclusi diversi tipi di tumore complicati dall’insorgenza di disordini trombotici e vascolari ed è proprio la sua assenza uno dei fattori predisponenti il rischio di trombosi. Tuttavia, i meccanismi della sua soppressione non sono ancora del tutto chiariti (Rong Y. et al, 2010), anche se diversi studi hanno evidenziato un probabile ruolo dell’epigenetica nella regolazione dell’espressione della trombomodulina in diversi tipi di tumore, tra cui il melanoma (Furuta J. et al, 2005; Kaneda A. et al, 2002).
1.4.  Epigenetica
Il termine “epigenetica” include tutti quei fenomeni che controllano lo stato funzionale del DNA, inclusa l’espressione genica, per il mantenimento dell’omeostasi cellulare, senza alterare l’informazione genetica. I principali processi epigenetici che interessano i genomi eucariotici sono la metilazione del DNA ad opera delle DNA metiltransferasi (DNMTs), l’acetilazione degli istoni, per azione delle acetilasi e deacetilasi (HATs e HDACs) e la poly-ADP-ribosilazione, catalizzata dalle poli-ADP-ribosio-polimerasi (PARPs). La modulazione epigenetica della conformazione cromatinica influisce sull’accesso dei fattori di trascrizione al DNA, giocando quindi un ruolo 
critico nel regolare l’attivazione trascrizionale dei geni eucariotici. 

Poiché i cambiamenti epigenetici sono “mitoticamente” ereditabili, anch’essi possono contribuire alla carcinogenesi (Jones P.A. et al, 2007), rappresentando un nesso tra la 
componente ambientale e quella genetica, entrambe coinvolte nello sviluppo del tumore (Lafon-Hughes L. et al, 2008).
In molti tipi di cancro questi meccanismi epigenetici di controllo risultano alterati e compromessi e ciò ha delle ripercussioni sul pattern di espressione di specifici geni. In particolare, sono interessati quei geni che svolgono la funzione di contrastare la formazione di cellule tumorali, quali ad esempio gli onco-soppressori, i regolatori del ciclo cellulare e i geni pro-apoptotici e che nel complesso processo di trasformazione maligna, mostrano un profilo di espressione sensibilmente ridotto fino alla totale perdita della loro espressione nei tessuti tumorali (Destro A et al, 2008; Paik PK et al, 2010). Tali geni vengono denominati tumor suppressor genes (TSGs) e il loro silenziamento mediante meccanismi epigenetici risulta una prerogativa della carcinogenesi di molti tumori. Molti TSGs risultano  down-regolati mediante ipermetilazione del loro promotore o la deacetilazione reversibile degli istoni (Herman et al, 2003; Riker A.I. et al, 2008) (Fig. 5).
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Figura 5. Le due principali c
omponenti del codice epigenetico
1.5. Metilazione e carcinogenesi
La metilazione del DNA consiste nell’introduzione di un gruppo metile (CH3), fornito dalla S-adenosil-metionina (SAM), in posizione 5’ delle citosine (Fig.6). Circa il 70-80% delle 5’metilcitosine si trova  all’interno del dinucleotide CG. 
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          Figura 6. Metilazione della C in 5’ ad opera delle DNA metiltransferasi (DNMT); il gruppo metile è donato dalla S-adenosil-metionina (SAM) che diventa S-adenosilomocisteina (SAH)
La metilazione del DNA è catalizzata dalle DNA metiltransferasi (DNMTs) e può avvenire attraverso 2 meccanismi: la metilazione de novo, che avviene  durante le fasi precoci di sviluppo embrionale ad opera delle DNMT3a e 3b; il mantenimento dello stato di metilazione, che consiste nel copiare il profilo di metilazione del filamento parentale nel nuovo filamento e avviene ad opera della  DNMT1 (Fig 7) (Szyf M. et al, 2005).
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Figura 7. Metilazione de novo e mantenimento dello stato di metilazione ad opera delle 3 DNA metiltransferasi (DNMTs)
È importante che il pattern di metilazione globale del genoma sia mantenuto per il corretto funzionamento delle cellule. La maggior parte dei dinucleotidi CG presenti nel genoma si presenta metilata, in quanto rappresentano il substrato ideale  per la metilazione in posizione 5’ della citosina; al contrario,quelli non metilati rappresentano solo l’1-2% del DNA totale e si caratterizzano per il fatto che hanno una distribuzione tutt’altro che casuale all’interno del genoma; infatti sono localizzati all’interno di “clusters”, detti isole CpG (o CG islands) di circa 1 Kb, che si estendono generalmente nel promotore e nella regione 5’ UTR di geni specifici, tra cui i tumor suppressor genes (TSGs). Se queste isole CpG vengono 
metilate (come avviene spesso nelle cellule tumorali), il binding dei fattori di trascrizione è impedito poiché essi riconoscono i siti in cui le CpG non sono 
metilate
 e il gene relativo non può essere espresso. Quindi, lo stato non metilato di queste CpG è essenziale per l’espressione dei geni 
correlati. Poiché come è stato 
detto sopra, questi dinucleotidi rappresentano il substrato ideale per la metilazione, si ritiene che debba esistere un meccanismo con il quale, in condizioni fisiologiche, le isole CpG dei promotori dei TSGs siano protette dalla metilazione. Tale meccanismo verrebbe compromesso nelle cellule tumorali, dove infatti il pattern di metilazione di questi geni risulta invertito e può costituire un evento precoce della carcinogenesi: le CG islands diventano ipermetilate, mentre il resto del DNA subisce una generale ipometilazione, contribuendo a generare instabilità genomica, con conseguenze negative per il funzionamento delle cellule (Lafon-Hughes L. et al, 2008). 
I meccanismi con cui in condizioni fisiologiche, le CpG sono “protette” dalla metilazione, mentre in un 
contesto neoplastico le diventano sensibili, sono ancora sconosciuti. A tal proposito, recentemente è stato proposto un ruolo per l’ADP-ribosilzione, che verrà trattato in seguito (Caiafa et al, 2009).
1.6. Acetilazione e carcinogenesi
L’acetilazione rappresenta la più frequente modificazione post-traduzionale relativa agli istoni. Consiste nell’aggiunta di gruppi acetili 
donati dall’acetil-coenzima A ai residui di lisina, sia degli istoni, sia di 
proteine non-istoniche (Fig.8). Gli istoni acetilati rafforzano la decondensazione della cromatina e favoriscono quindi l’accessibilità al DNA (Wang X et al, 2001); in 
altre parole, lo stato acetilato correla con una trascrizione attiva (Lafon-Hughes L. et al, 2008). Di contro, la deacetilazione è 
correlata alla forma inattiva del DNA, quindi alla 
repressione trascrizionale (Shankar S. et al, 2008). L’equilibrio tra decondensazione e condensazione della cromatina, mediante la sua acetilazione e deacetilazione, è regolato da una famiglia di istone acetiltransferasi (HATs) e deacetilasi (HDACs) rispettivamente.
[image: image39.png]1,0

0,8 -

0,6 -

0.4 -

0,2

0,0

Lull

MM-1 MM-2 MM-3 MM-4 MM-5 NM-1 NM-2 NM-3 NM-4 NM-5




[image: image8.emf]
Figura 8. Acetilazione e deacetilazione dei residui di lisina, catalizzate dalle acetilasi (HATs) e deacetilasi (HDACs), rispettivamente
La distruzione dell’equilibrio acetilazione/deacetilazione, mediante un’alterazione delle attività delle HATs e delle HDACs, si verifica in molti tipi di cancro ed è stato ipotizzato che un tale squilibrio potrebbe contribuire all’insorgenza e alla progressione del tumore. Ad esempio, la deacetilazione degli istoni a livello del promotore di specifici geni può determinare il loro silenziamento; così come l’anormale iperacetilazione istonica potrebbe attivare geni normalmente repressi, portando ad un’inadeguata espressione genica ed all’insorgenza del tumore (Villar-Garea A et al, 2004).

1.7.  Poli-(ADP)-ribosilazione e PARP-1
La poli-ADP-ribosilazione è un 
ulteriore meccanismo epigenetico catalizzato 
dalle poli-ADP-ribosio-polimerasi, PARPs, 
proteine nucleari a dita di zinco, la cui attività basale enzimatica è piuttosto bassa, ma viene notevolmente stimolata in seguito ad un danno del DNA o in presenza di una varietà di altri attivatori allosterici. Le 
proteine PARPs sono coinvolte nei meccanismi del riparo del DNA e di mantenimento dell’integrità cromatinica. La poli-ADP-ribosilazione consiste nel trasferire catene di poli(ADP-ribosio) (o PARs), dal precursore NAD+ ai gruppi carbossilici delle proteine target (istoni, fattori di trascrizione, 
proteine nucleari e PARP stesse). 

I livelli intracellulari dei PARs sono sotto stretto controllo della PARG (Poli-ADP-ribosio-glicoidrolasi), l’enzima che contrasta gli effetti delle PARPs, ripristinando la struttura della cromatina e riportando i livelli trascrizionali allo stato basale, mediante il taglio del legame ribosio-ribosio e promuovendo quindi il catabolismo dei PARs (Fig 9).
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Figura 9. Schema del processo di modificazione post-traduzionale di poli-ADP-ribosilazione
Tra gli enzimi della famiglia PARP, il più caratterizzato ed identificato come il maggior responsabile dell’attività di poli-ADP-ribosilazione è PARP-1.

Il gene per PARP-1 (ADPRT) è a localizzazione nucleare e codifica per una proteina di 113 kDa con una struttura modulare a dita di zinco altamente conservata. Stimolo necessario e sufficiente per attivare PARP-1 è la presenza di un danno al DNA. PARP-1 partecipa al riparo del DNA indotto da una situazione di moderato stress ossidativo (Malanga M. et al, 2005). Tuttavia, PARP-1 gioca un duplice ruolo, in netta contrapposizione l’uno con l’altro (fig.10); infatti, se da un  lato PARP-1 agisce come fattore di “sopravvivenza” grazie al suo ruolo nel promuovere il riparo del DNA, dall’altro lato, in caso di un danno massivo del DNA (indotto ad esempio da un severo stress ossidativo) che induce l’iperattivazione di PARP-1, la 
proteina sembra assumere un “ruolo suicida” , guidando le cellule alla necrosi, dal momento che l’estesa poli-ADP-ribosilazione delle proteine target porta ad un grande consumo di NAD+ e ad una profonda deplezione 
cellulare di ATP, con conseguente necrosi 
cellulare (Giansanti V. et al, 2010).
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Figura 10. Duplice effetto del’attivazione di PARP-1
Per questo duplice ruolo di PARP-,1 è fondamentale che la sua attività sia finemente controllata; il miglior esempio di pathway per il controllo di PARP-1 è rappresentato dall’apoptosi: esso richiede di limitare il consumo di NAD+ mediante l’inattivazione di PARP-1 e questa funzione è svolta principalmente dalle caspasi (più precisamente dalla caspasi-3) che tagliano PARP-1 inattivandola (Giansanti V. et al, 2010) (Fig 11).
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Figura 11. Regolazione dell’attività di PARP-1, attivata in seguito ad un danno del DNA
Oltre ad essere un “sensore” del danno e a partecipare ai meccanismi di riparo, PARP-1 è implicata nella patogenesi del cancro: numerose evidenze suggeriscono il coinvolgimento di un malfunzionamento di PARP-1 nella carcinogenesi (Masutani M. et al; 2003). Più precisamente, la ridotta attività di PARP-1 o bassi livelli della sua espressione potrebbero contribuire alla carcinogenesi mediante difetti nei meccanismi di riparo del DNA, instabilità genomica ed epigenetica, o una compromessa modulazione della trascrizione genica (Fig 12).
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Figura 12. Possibile coinvolgimento della disfunzione di PARP-1 nella carcinogenesi
È stato indagato anche un coinvolgimento di PARP-1 nei processi infiammatori: diversi studi hanno evidenziato un ruolo per PARP-1 come co-attivatore nella modulazione dell’espressione dei fattori infiammatori; infatti, è stato dimostrato che in risposta a 
stimoli infiammatori, PARP-1 è richiesto per l’attivazione di NF-κB, uno dei principali fattori di trascrizione pro-infiammatori e, interagendo fisicamente con esso, favorisce la produzione delle citochine pro-infiammatorie a valle, tra cui TNF-α, IL-1 e IL-6, la cui espressione è NF-κB-dipendente (Huang D. et al, 2008; Hassa P. et al, 2003). Quindi, l’inibizione di PARP-1 può avere come effetto generale l’attenuazione dell’infiammazione (azione anti-infiammatoria) e determinare la sopravvivenza delle cellule (Fig.13).
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Figura 13. Effetto dei segnali pro-infiammatori sull’attività di PARP-1
PARP-1 svolge un importante ruolo anche nella trascrizione genica, mediante un’azione rimodellante della cromatina che risulta essere più rilassata e quindi più accessibile al complesso trascrizionale; partecipa ai meccanismi di regolazione epigenetica: la parilazione degli istoni e di 
altre proteine cromatiniche potrebbe influire direttamente sulla regolazione epigenetica o funzionare anche indirettamente, influenzando la metilazione del DNA e l’acetilazione istonica (Masutani M. et al, 2005).
1.8. PARP-1 e regolazione epigenetica
Per quanto riguarda il coinvolgimento di PARP-1 nella regolazione epigenetica, strategie sperimentali hanno rivelato che il blocco della PARilazione  e l’inibizione di PARP-1 inducono ipermetilazione in vivo del DNA, a livello di alcune isole CpG; ciò suggerisce che i PARs potrebbero proteggere il DNA dalla metilazione (Zardo G. et al, 1998). Infatti, le cellule con incrementati livelli di PARs sono caratterizzate da un generale stato di ipometilazione; perciò, i fisiologici livelli di PARilazione sono cruciali per il mantenimento del pattern di metilazione e dipendono a loro volta dalle corrette dinamiche PARP-1/PARG.

Anche l’equilibrio tra PARP-1 non modificata e la forma parilata esercita una notevole influenza sul pattern di metilazione. È stato suggerito un meccanismo in cui PARP-1 in forma parilata o i PARs liberi rendono la DNA metiltransferasi Dnmt1 cataliticamente inattiva, mediante il loro binding 
competitivo con la metilasi. Infatti, Dnmt1 mostra una maggior affinità per i PARs rispetto al DNA e analisi di co-immunoprecipitazione dimostrano che Dnmt1 e PARP-1 in forma parilata sono 
associati in un complesso in vivo, impedendo la metilazione (Zampieri M. et al, 2009). In assenza di PARP-1 modificata, Dnmt1 è libero di metilare, mentre quando ci sono 
elevati livelli di PARP-1 parilata, la metilasi è stabilmente inibita e l’attività di metilazione è così bloccata. Quindi uno stato di iper- o ipo-metilazione del DNA è indotto da un 
decremento o un 
incremento dei livelli di PARs o di PARP-1 parilata, rispettivamente (Fig.14).
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Figura 14. Livelli di PARP-1 parilata determinano un diverso stato di metilazione del DNA
Un altro meccanismo proposto per spiegare il coinvolgimento di PARP-1 nel mantenimento del pattern di metilazione ipotizza che l’enzima “protegga” la DNA metiltransferasi Dnmt1 dalla metilazione del proprio promotore, mantenendola attiva e funzionale; per cui, al contrario da quanto previsto dal meccanismo precedente, in presenza di PARP-1 parilata, si avrebbe ipermetilazione. Al contrario, in assenza di PARP-1, il promotore della metilasi verrebbe metilato, per cui l’enzima non è espresso e si avrà ipometilazione (Zampieri M. et al, 2009). 

PARP-1 sembra essere coinvolta anche nel processo epigenetico dell’acetilazione; infatti, recenti studi hanno dimostrato che questo enzima potrebbe essere richiesto per l’acetilazione del promotore di specifici geni; inoltre, la sua inattivazione o il suo silenziamento sembrerebbero ridurre l’acetilazione dell’istone 3, contribuendo al silenziamento genico (Wang J. Et al 2008).

Capitolo 2
2. Obiettivo della tesi
Lo scopo di questa tesi è stato quello di analizzare l’espressione di uno dei principali anticoagulanti naturali, la trombomodulina, la cui riduzione trovata in diversi tipi di tumore è inversamente 
correlata con il grado di malignità; inoltre, varie evidenze sostengono che la trombomodulina  è sotto-regolata in molte patologie complicate dall’insorgenza di disordini trombotici e vascolari ed è proprio la sua assenza uno dei fattori predisponenti il rischio di trombosi. Poiché tra i tumori solidi 
associati ad eventi tromboembolici, il mesotelioma maligno rappresenta quello più suscettibile al rischio trombotico e con la più elevata incidenza di casi complicati da tali patologie, abbiamo scelto di effettuare questo studio proprio su questa rara neoplasia ancora piuttosto oscura. Data la ormai accertata connessione tra tumore, stato di ipercoagulabilità e infiammazione, abbiamo scelto di indagare anche l’espressione di uno dei principali mediatori infiammatori, il tumor necrosis factor TNF-α, il quale contribuisce notevolmente al mantenimento dello stato di ipercoagulabilità neoplastico ed è coinvolto nella regolazione della trombomodulina. 

Si stanno compiendo molti sforzi per comprendere i meccanismi biologici che vengono alterati durante il processo carcinogenico innescato dall’esposizione all’amianto, allo scopo di determinare nuovi target per il trattamento del MM. Molto interessante è il considerevole contributo dato dall’epigenetica nella trasformazione 
cellulare maligna del mesotelioma; infatti, è stato dimostrato che questi fenomeni che controllano lo stato del DNA senza alterare l’informazione genetica, ricoprono un ruolo 
decisivo nella trasformazione e nella 
progressione del tumore. Quindi, abbiamo 
voluto verificare se i meccanismi epigenetici, in particolare la metilazione del DNA e l’acetilazione istonica, sono coinvolti nella regolazione dell’espressione dei due geni scelti nel nostro studio, la trombomodulina e il TNF-α, nel MM, supportati anche da dati provenienti dalla letteratura, 
secondo i quali questi due geni sarebbero soggetti a questo tipo di regolazione. Infine, poiché recentemente è stato proposto un coivolgimento della poli- ADP-ribosilzione nella regolazione epigenetica, abbiamo 
voluto indagare il 
possibile ruolo di PARP-1 come regolatore epigenetico dell’espressione della trombomodulina e del TNF-α nel MM.
Capitolo 3
3.
Materiali e metodi
3.1.
Raccolta dei campioni bioptici
I campioni di biopsie sono stati reclutati da 22 soggetti, di cui 20 maschi e 2 femmine, con un’età media di 69.8±10.1 anni e sottoposti a toracoscopia o a toracotomia per sospetto di MM. I tessuti di biopsie pleuriche così raccolti sono stati suddivisi in due parti; una parte del materiale bioptico è stata immediatamente sospesa in una soluzione di RNAlater (Ambion, Austin, TX, USA) e conservata a -80°C fino all’estrazione dell’RNA; la parte rimanente di tessuto è stata impiegata per l’esame istologico condotto dall’unità di Anatomia Patologica dell’ospedale universitario di Ancona. In accordo con la diagnosi, i pazienti sono stati classificati come soggetti con una diagnosi accertata di mesotelioma maligno (gruppo MM) e soggetti sani, con mesotelio normale (gruppo NM). Il gruppo MM includeva campioni di tessuto con chiari segni della patologia, mentre il gruppo NM includeva tessuti non maligni. I dati clinici sono stati ottenuti retrospettivamente e includevano informazioni relative al sesso, età, istologia, chemio-radioterapie prima dell’intervento, fumo e stadio della malattia.  I criteri di esclusione erano: presenza o sospetto di altre malattie infettive, precedenti interventi chirurgici radicali, radioterapia e chemioterapia o sospetto di altre patologie maligne. Tutti i soggetti hanno riempito un questionario che includeva il loro consenso informato. Lo studio è stato condotto in accordo con la dichiarazione di Helsinki e approvato dal comitato etico dell’Università Politecnica delle Marche. Le caratteristiche demografiche e patologiche dei soggetti sono riassunti nella tabella 1. 
	Biopsie
	Età
(anni)
	Sesso
(M/F)
	Fumo
(yes/ex/no)
	Istotipo
(EP/BI/SA)
	Stadio


	MPM-1
	68
	M
	ex
	EP
	S-Ib

	MPM-2
	63
	M
	no
	EP
	S-Ia

	MPM-3
	66
	M
	no
	EP
	S-Ia

	MPM-4
	75
	M
	yes
	EP
	S-IV

	MPM-5
	81
	F
	yes
	EP
	S-III

	NM-1
	80
	F
	yes
	-
	-

	NM-2
	58
	M
	yes
	-
	-

	NM-3
	83
	M
	no
	-
	-

	NM-4
	60
	M
	no
	-
	-

	NM-5
	61
	M
	no
	-
	-


Tabella 1. Caratteristiche demografiche e patologiche dei pazienti con MM
3.2  Colture cellulari
Le cellule immortalizzate mesoteliali (Met-5A) e le cellule di mesotelioma maligno (H28) sono state ottenute dall’American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Entrambe le 
linee cellulari sono cresciute nel terreno RPMI-1640, a cui sono stati addizionati 2mM L-glutamina, 100 U/ml 
penicillina, 100 µg/ml streptomicina e 10% FBS. Le cellule sono state mantenute in coltura a 37°C e in presenza di 5% CO2 in un incubatore.

3.3.  Plasmide ShRNA e trasfezione 

Le cellule per il silenziamento stabile del gene per la PARP-1 sono state ottenute come segue: Met-5A e H28 (0,2 x 106 / well) sono state transfettate con 1µg del plasmide shPARP-1 pRS, contenente la sequenza target per il siRNA  TACCATCCAGGCTGCTTTGTCAAGAACAG  (OriGene, Tema Ricerca, Bologna, Italy) e con 1µg del plasmide pRS vuoto (pRS-TR2), utilizzando il reagente di transfezione TransIT-LT1 (Mirus, Madison, WI). La selezione ha avuto inizio aggiungendo 1µg/ml di puromicina al terreno di coltura 48 ore dopo la transfezione ed è stata protratta per un 
periodo di 2 settimane. I cloni resistenti alla puromicina sono stati 
isolati, espansi ed analizzati per verificare l’avvenuto silenziamento di PARP-1; a questo scopo abbiamo misurato i livelli dell’mRNA e della 
proteina PARP-1 e la sua attività. Le cellule selezionate sono state mantenute in 1µg/ml di puromicina.

3.4. Trattamento delle linee cellulari con 5’-Aza-2’-deossicitidina e con tricostatina 

La linea cellulare wild type (Met-5A), la linea mesoteliale silenziata per PARP-1 (Met-5A1947), la linea di mesotelioma maligno wild type (H28) e la linea tumorale silenziata per PARP-1 (H281949) sono state seminate in una piastra 6-wells ad una densità di 0,1 x 106 / well. Dopo un’incubazione overnight, le cellule sono state trattate con una soluzione di 5µM 5-AZA-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC, Sigma, St Louis, MO, USA) per 96 ore o con 200 ng/ml Tricostatina (TSA, Sigma, St Louis, MO, USA) per 24 ore. Per il trattamento combinato, le cellule sono state trattate prima con 5µM 5-Aza-dC per 72 ore, poi sono stati aggiunti 200 ng/ml TSA e l’incubazione è proseguita per altre 24 ore. Dopo l’incubazione, il terreno è stato rimosso e le cellule raccolte sono state lavate due volte in PBS.

Dalle cellule trattate con 5-Aza-dC da solo, sono stati estratti l’RNA e il DNA genomico per condurre le analisi successive di qRT-PCR e di modificazione con bisolfito per lo studio di metilazione, rispettivamente; mentre 
dalle cellule trattate con TSA da sola o in combinazione con 5-Aza-dC è stato estratto solo l’RNA per le analisi di  qRT-PCR.

3.5.
qRT-PCR per la determinazione dei livelli di espressione genica
L’RNA totale è stato estratto dalle biopsie (2-3 mg) e dalle cellule in coltura (106), usando SV Total RNA Isolation kit (Promega, Madison, WI, USA), in accordo con la procedura fornita dal kit. Dopo aver quantizzato allo spettrofotometro l’RNA totale isolato e dopo averne verificato l’integrità mediante corsa elettroforetica, 2 µg di esso sono stati retrotrascritti a cDNA, utilizzando  l’RNA PCR MMLV Kit (Promega, Madison, WI, USA). I cDNA risultanti sono stati impiegati come 
templati per l’analisi dell’espressione genica mediante quantitative Real Time PCR. Le analisi di qRT-PCR sono state condotte su un volume finale di 25 µl, utilizzando specifici primers le cui sequenze sono di seguito riportate: 

· PARP-1:

 5’-AAGCCCTAAAGGCTCAGAAC-3’(forward)

 5’-AGAAGGCACTTGCTGCTTGT-3’(reverse)

· Trombomodulina (TM):

5’-TAACGAAGACACAGACTGCGATT-3’ (forward) 

5’-CTAGCCCACGAGGTCAAGGT-3’ (reverse)

· Tumor necrosis factor (TNF-α):

5’-CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG-3’ (forward)

5’-CAGCTTGAGGGTTTGCTACAACA-3’ (reverse)
· GAPDH:

5’-TCCACTGGCGTCTTCACC-3’ (forward) 

5’-GGCAGAGATGATGACCCTTTT-3’ (reverse) 

L’espressione dei geni di interesse è stata quantificata in maniera 
relativa, usando il gene GAPDH come housekeeping e impiegando la chimica del SYBR Green (RT2 Sybr Green qPCR Master mix, Invitrogen, Carlsbad, California). Le analisi sono state condotte nel termociclatore IQ5 Real Time PCR detection System (BioRad Laboratories, MI). I livelli di espressione relativa dei geni analizzati (derivati dalla quantità di mRNA target normalizzata rispetto al gene housekeeping) sono stati calcolati applicando il metodo c

omparativo del Ct, con la formula del 2 -∆(∆Ct).

3.6. Western blot per la determinazione dell’’espressione proteica
I tessuti derivati da biopsie pleuriche (5 NM e 5 MM) e le linee cellulari sono stati lisati in RIPA buffer contenente 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7.2), 1 mM EDTA (pH 8), l’1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% sodio deossicolato e un cocktail di inibitori delle proteasi (2 µg/ml aprotinina, 2 µg/ml leupeptina, 1mM fenilmetil-sulfonil fluoride PMSF e 2 µg/ml pepstatina). I lisati così prepararti sono stati conservati a -80°C fino al loro utilizzo.

I livelli di proteine sono stati quantificati usando il saggio Bradford (Sigma, St louis, MO); 50 µg di proteina sono stati separati in un gel SDS-PAGE al 12,5% e trasferiti su una membrana di nitrocellulosa (Protran, Whatman, Dassel, Germania). Dopo il bloccaggio di un’ora in una soluzione di 5% siero di latte (non-fat milk) in PBS-Tween, la 
membrana è stata 
incubata a 4°C overnight con un anticorpo monoclonale anti-TM (PBS01, Abcam, Cambridge UK), con un anticorpo policolonale anti-TNF (Abcam, Cambridge UK ), con un anticorpo monoclonale anti-PARP-1 (C2-10, Trevigen, Gaithersburg, MD) e con un anticorpo policlonale anti-β actina (Bethyl, Montgomery, TX). Dopo tre lavaggi in PBS-Tween, la membrana è stata incubata con l’opportuno anticorpo secondario coniugato con la perossidasi (Horseradish perossidaxe HRP) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) per due ore a temperatura ambiente in agitazione. Le bande specifiche sono state rilevate utilizzando il sistema chemoluminescente ECL (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) e la loro intensità è stata valutata mediante il ChemiDoc (BioRad Laboratories, MI), utilizzando il software Quantity One (BioRad Laboratories, MI).

3.7. 
Misura dell’attività di PARP-1
L’attività di PARP-1 è stata analizzata utilizzando l’universal colorimetric PARP assay kit (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA), che si basa sull’incorporazione di unità di ADP-ribosio biotinilate sulle proteine istoniche. I lisati di tessuti e i lisati cellulari contenenti 50 µg di proteine sono stati caricati su una piastra da 96 pozzetti, in ciascuno dei quali erano spottati gli istoni e le unità di ADP-ribosio biotinilate; la piastra è stata incubata
 per un’ora, trattata con streptadivina-HRP (horseradish peroxidase) e letta a 450 nm in un lettore di piastra ELISA (Sunrise, Tecan, Milan, Italy). L’attività di PARP-1 era espressa come unità di PARP-1/mg proteina.

3.8. Analisi immunoistochimica
I tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE) di soggetti con MM pleurico (n=5) sono stati ottenuti dall’archivio dell’unità di Anatomia Patologica dell’ospedale universitario di Ancona. La porzione adiacente non cancerosa di ogni tessuto è stata utilizzata come controllo. I tessuti sono stati sezionati in fettine di uno spessore di 5 μm, le quali sono state sottoposte a deparaffinizzazione e trattamento termico, per “smascherare” i siti nascosti, in una soluzione di 1mM EDTA (pH 8) a 100°C, seguito da 15 minuti ad una temperatura inferiore a quella di ebollizione. È seguito un trattamento bloccante di un’ora in una soluzione di 1%BSA. Dopo il bloccaggio, le sezioni sono state incubate con gli anticorpi specifici Anti-TM (PBS01, Abcam Cambridge UK) e anti-TNF- (Abcam Cambridge UK) a 4°C overnight. 

Per la rivelazione sono stati usati gli anticorpi secondari coniugati con FITC e TRIC (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) e l’immunoreattività è stata valutata in microscopia a fluorescenza (Zeiss acxio cam MRc5 Thomwood NY) con ingrandimento 20X. La colorazione eosina-ematossilina è stata usata  per la valutazione istologica.
3.9. Studio di metilazione
Il DNA genomico è stato isolato da 5 biopsie sane di controllo (NM) e da 5 biopsie di MM, modificato e purificato utilizzando il Methylamp coupled DNA isolation and modification kit (Epigentek Group Inc. Brooklyn, NY), in 
accordo con il protocollo fornito con il kit. 

L’estrazione del DNA genomico dalle colture 
cellulari è stata condotta mediante DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen Inc.Valencia, VA) e il DNA isolato è stato conservato a -20°C fino al suo utilizzo. 3µg del DNA genomico estratto da colture cellulari sono stati digeriti con l’enzima di restrizione EcoRI (Promega, Madison, WI, USA) e purificati mediante Wizard DNA Clean-up system (Promega, Madison, WI, USA). 500 ng del DNA digerito e purificato sono stati sottoposti a modifica con bisolfito, utilizzando l’Imprint DNA Modification Kit (Sigma, St Louis MO, USA), in accordo con la procedura prevista dal kit. 

100 ng del DNA estratto da biopsie e da cellule e modificato come precedentemente descritto, sono stati utilizzati come 
templato nell’analisi di PCR per il sequenziamento. Per lo studio di metilazione dei geni della trombomodulina TM e del tumor necrosis factor TNF-α, abbiamo scelto di analizzare una regione comprendente una porzione del promotore, la 5’UTR e l’esone 1, contenente rispettivamente 44 e 20 CpG; tali porzioni geniche sono state amplificate mediante PCR, utilizzando AmpliTaq Gold 0,5 U (Applied Biosystem, Foster City, CA) e MgCl2 1,5 M. 

Per l’amplificazione della porzione del gene di TM, le sequenze dei primers scelti sono: 5’ GATTAAGAGATGAAAGAGGGTTGTA 3’ (forward) e 5’ AAACCAAAACCCCAAACATATTA 3’ (reverse) , per i 
quali la temperature di annealing ottimale è 58°C. 

Per l’amplificazione della regione scelta del TNF-α, i primers scelti sono: 5’ GGGTATTTTTGATGTTTGTGTGTT 3’ (forward) e 5’ ACACTCACCTCTTCCCTCTAAAAA 3’ (reverse), per i 
quali la 
temperatura di annealing ideale è 52°C.

In entrambe le PCR, il primer forward è stato aggiunto dopo 8 cicli di amplificazione, seguiti da altri 35 cicli; questo è stato necessario perché entrambi i primers della coppia sono modificati per cui solo il reverse risulta complementare al tratto da amplificare; quindi inserendo per i primi cicli solo il primer 
antisenso, viene fornito l’innesco per il forward, che potrà quindi appaiarsi al 
filamento sintetizzato a partire dal reverse. 

Il prodotto di PCR ottenuto è stato verificato su gel d’agarosio ed estratto da esso utilizzando il Silice Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA). 

25-30 ng di inserto sono stati clonati all’interno del vettore di espressione pGem T-easy (Promega, Madison, WI, USA), in rapporto 3:1 inserto:vettore, seguendo il protocollo di ligazione fornito con il kit di clonaggio, che prevede un’incubazione O/N a +4°C. Il giorno successivo, è stata effettuata la trasformazione delle cellule batteriche competenti JM109 (Promega, Madison, WI, USA) fornite insieme al kit di clonaggio, con la mix di ligazione, in accordo con il protocollo in dotazione; sono state allestite le piastre con IPTG (100 mM) e X-Gal (50mg/ml) per la selezione delle colonie contenenti il plasmide (le colonie blu sono quelle con l’inserto), le quali sono state ulteriormente verificate in PCR con i primers M13 del plasmide (fw 5’ GTAAAACGACGGCCAG 3’; rw 5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’). Le colonie positive sono state rimesse in coltura in LB Agar contenente ampicillina per 18-24 ore in agitazione. Il giorno successivo, è stata effettuata l’estrazione del plasmide utilizzando il Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega, Madison, WI, USA), in 
accordo con il protocollo fornito con il kit, seguita dalla loro quantizzazione allo spettrofotometro e infine dal loro sequenziamento.

Sono state analizzate 5 biopsie MM e 5 NM, per ognuna delle quali sono stati sequenziati 10 cloni, così come per ogni linea cellulare considerata. I risultati sono stati espressi come media della percentuale di metilazione di 44 CpG e 20 CpG per TM e TNF-α, rispettivamente.

3.10. Analisi statistica
I risultati sono stati espresso come media ± SD. I confronti tra i gruppi sono stati condotti utilizzando il test non parametrico Mann Whitney U test per i campioni indipendenti e l’analisi Kruskal-Wallis per le comparazioni multiple. Un valore di probabilità p<0.05 è stato 
onsiderate significativo. Tutte le analisi statistiche sono state condotte con il programma SPSS v.15 (SPSS Inc., Chicago, IL). 

Capitolo 4
4. Risultati
4.1. Espressione di TM e del TNF-a nel mesotelioma maligno 

I livelli di espressione relativi agli mRNA di TM e TNF-α nei campioni di biopsie sane (NM) e in quelle di mesotelioma maligno (MM) misurati mediante Real Time PCR risultano criticamente ridotti nei tessuti di biopsie pleuriche maligne rispetto a quelle sane di controllo, di 12,5 e 6 volte rispettivamente (p < 0,05; Fig 15A e 1B). 
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Figura 15. Distribuzione dei livelli di mRNA, espressi come ΔCt, di TM A) e TNF-α B) nei tessuti MM e  NM, analizzati mediante qRT-PCR
Questa down regolazione è stata confermata a livello proteico, sia mediante western blot che mediante analisi immunoistochimica. Nelle biopsie pleuriche di MM abbiamo osservato una significativa riduzione dei livelli di proteina TM e TNF-rispetto alle biopsie pleuriche sane (Fig. 16A). Similmente, abbiamo rilevato una ridotta immunoreattività per entrambe le proteine analizzate, sulle sezioni di biopsie pleuriche di MM rispetto alle adiacenti porzioni sane, usate come controllo (Fig. 16B, sinistra e destra).



Figura 16. A) Livelli delle proteine TM e TNF-α determinati mediante western blot. B) e C) Livelli espressi come densità di banda normalizzata rispetto alla β-actina, nelle biopsie MM e NM, di TM e TNF-a rispettivamente. D) Analisi istologica rappresentativa dei tessuti MM e NM mediante colorazione con eosina-ematossilina (a sinistra) e analisi immunoistochimica rappresentativa dell’espressione di TM (verde) e TNF-α (rosso) (a destra) dei tessuti MM e NM.
4.2. Analisi di metilazione dei geni TM e TNF-a nelle biopsie NM e MM
Allo scopo di verificare l’ipotesi secondo cui la down regolazione di TM e TNF-α possa essere regolata epigeneticamente, abbiamo valutato il pattern di metilazione dei geni TM e TNF-α nelle biopsie MM e NM, mediante un’analisi di “bisulfite sequencing”. A tale scopo, abbiamo 
considerato un’isola CpG all’interno di una regione comprendente un tratto del promotore, la 5’ UTR e l’esone I, sia per TM che per TNF-α e contenente 44 e 20 CpG, rispettivamente. 5 campioni di biopsie normali (NM) e 5 di mesotelioma maligno (MM) sono stati sottoposti a questa analisi e per ognuno di essi sono stati analizzati 10 cloni. I risultati del sequenziamento, espressi come % media di metilazione, hanno mostrato un elevato grado di metilazione (> 80%) nei campioni bioptici MM rispetto a quelli sani di controllo (<20%), sia per il TM che per il TNF-α (Fig.17A e 17B). 
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Figura 17. A) Profilo di metilazione del promotore di TM e B) di TNF-α in biopsie MM e NM di controllo. L’analisi è stata condotta mediante “bisulphite sequencing”. Per ogni campione sono stati 
sequenziati 10 cloni; i risultati sono espressi come media della percentuale di metilazione delle 44  e delle 20 CpG rispettivamente.
4.3. Espressione di TM e TNF-a nelle linee cellulari e trattamento con 5’-Aza-2’-deossicitidina e Tricostatina
La stessa tendenza osservata nelle biopsie è stata confermata dai dati di espressione in vitro, in cui gli mRNA di TM e TNF-α risultano drasticamente ridotti nelle cellule MM H28 rispetto alle cellule mesoteliali immortalizzate Met-5A usate come controllo, di 200 e 100 volte rispettivamente (p < 0,05) (Fig.18 A e B). Allo scopo di verificare se la ridotta espressione osservata nelle cellule di MM è regolata da meccanismi epigenetici, abbiamo sottoposto le linee cellulari Met-5A e H28 ad un trattamento con gli inibitori delle metilasi 5’-Aza-dC e delle deacetilasi TSA e abbiamo poi analizzato gli effetti del trattamento sui livelli di espressione di TM e TNF-α. Nelle Met-5A, il trattamento con 5-Aza-dC, TSA e con una combinazione di entrambi non ha avuto effetti significativi sull’espressione di TM e di TNF-α, i cui livelli risultavano praticamente inalterati rispetto alle cellule Met-5A non trattate (Fig 18A e 18B). 

Al contrario, nelle cellule di mesotelioma maligno H28 trattate con 5’Aza-dC, la bassa espressione di TM e di TNF-α veniva significativamente ripristinata, con un incremento dei livelli di mRNA di 186 e 124 volte rispettivamente (p < 0,05); il trattamento delle cellule H28 con TSA induceva una parziale ri-espressione di TM (16 volte) e un più significativo aumento dei livelli di TNF-α (88 volte), ma sempre inferiore rispetto all’effetto del trattamento delle stesse cellule con 5’-Aza-dC; per quanto riguarda il trattamento combinato Aza + TSA, l’effetto sinergico era molto più determinante nella ri-espressione di TNF-α rispetto al minimo incremento osservato nell’espressione di TM (1400 e 26 volte, rispettivamente) (Fig. 18A e 18B).
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Figura 18. Livelli di mRNA, espressi come ΔCt, di TM (A) e di TNF-α (B) nelle cellule Met-5A e H28 incubate senza e con 5’-AZA-2’-deossicitidina (5’-AZA-dC, 5µM, 96 h), tricostatina (TSA, 200ng/ml, 24h) ed entrambi. I risultati sono espressi come media ± SD di 3 esperimenti indipendenti condotti in duplicato. *Controllo versus trattatamenti, p < 0,05

Un simile profilo di espressione è stato osservato anche a livello proteico mediante analisi di immunocitochimica (Fig. 19 A e B). 
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Figura 19. Analisi immunocitochimica per la determinazione dei livelli delle proteine TM e TNF-α nelle cellule Met-5A (A) e H28 (B) incubate con e senza 5’-AZA-2’-deossicitidina (5’-AZA-dC, 5µM, 96 h), tricostatina (TSA, 200ng/ml, 24h) ed entrambi.
4.4. Effetti del silenziamento di PARP-1 sull’espressione di TM e TNF-α nelle linee cellulari
Per indagare il possibile ruolo di PARP-1 nella regolazione epigenetica dell’espressione di TM e di TNF-α nel MM, abbiamo effettuato un silenziamento stabile di PARP-1 nelle linee cellulari Met-5A e H28, mediante trasfezione, come descritto nel capitolo dei materiali e metodi. Per verificare l’avvenuto silenziamento, abbiamo eseguito un saggio di Real Time PCR per determinare i livelli di PARP-1 nelle l
inee silenziate. Come mostrato in figura 20 A e B, abbiamo scelto i cloni Met-5A1947 e H281949, in cui PARP-1 era stata silenziata del 90%  e del 70% rispettivamente, rispetto ai wild type Met-5A pRS e H28pRS. I dati del silenziamento sono stati confermati anche a livello proteico, da analisi di western blot (Fig 20 A e B) e dal saggio dell’attività (Fig 20 C e D).
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Figura 20. Verifica del silenziamento di PARP-1 mediante trasfezione con plasmide shRNA nelle linee cellulari Met-5A (A e C) e H28 (B e D), mediante analisi di Real Time PCR, Western blot (A e B) e attività enzimatica (C e D).

*Met-5A pRS versus Met5A1947; H28pRS versus H281949, p < 0,05
Sulle linee silenziate PARP-1 abbiamo analizzato l’espressione genica di TM e di TNF-α. I dati di Real Time PCR relativi all’espressione di TM e di TNF-α nella linea cellulare silenziata PARP-1 Met-5A1947 rispetto al wild type Met-5ApRS,  hanno rivelato una significativa riduzione di entrambi gli mRNA, di 50 e 300 volte, rispettivamente. Per verificare se questa ridotta espressione osservata è dovuta ad una regolazione epigenetica, abbiamo sottoposto questa linea cellulare silenziata al trattamento con 5’-Aza-dC, TSA e con entrambi gli inibitori e siamo andati a vedere gli effetti di tali trattamenti sull’espressione di TM e del TNF-α. Dopo il trattamento delle cellule Met-5A1947 con 5’-Aza-dC, abbiamo osservato che l’espressione di entrambi i geni era notevolmente ripristinata, trovando un aumento di espressione di 200 volte e 150 volte, rispettivamente. Il trattamento con TSA e quello con la combinazione  5’-Aza-dC + TSA hanno determinato un aumento di espressione di TM di 3 e 14 volte, rispettivamente; più significativo è stato l’effetto sull’espressione del TNF-α, in cui il trattamento con la sola TSA e con la combinazione Aza + TSA induceva una ri-espressione significativa, di 786 e 2700 volte, rispettivamente, se confrontato con la stessa linea cellulare Met-5A1947 non trattata (Fig. 21 A e 21 B).


            

Figura 21. Effetti dei trattamenti con Aza, TSA e Aza + TSA sui livelli di espressione degli mRNA di TM (A) e TNF-α (B) nelle linee Met-5A1947. I risultati sono espressi come media ± SD di 3 esperimenti indipendenti condotti in duplicato.
*Met-5A pRS versus Met5A1947; ° Met5A1947 versus trattamenti , p < 0,05
Per quanto riguarda le cellule H281949, i risultati di Real Time PCR hanno evidenziato una riduzione di espressione del TNF-α di circa 10 volte, rispetto alla linea MM H28; al contrario, per TM abbiamo trovato un aumento di espressione di 35 volte, rispetto alle cellule H28. Dopo trattamento delle cellule H281949 con 5’-Aza-dC, abbiamo trovato che l’espressione del TNF-α era notevolmente ripristinata, con un aumento di circa 3500 volte; similmente, anche  nelle cellule H281949 trattate con TSA e con entrambi gli inibitori Aza + TSA, i livelli del TNF-α aumentavano di >900 e >4500 volte, rispettivamente. Al contrario, in seguito al trattamento delle cellule H281949 con l’inibitore 5’-Aza-dC, TM restava inalterata rispetto alle cellule H281949 non trattate; così come il trattamento con TSA, da solo o unitamente al  5’-Aza-dC,  non influiva sui livelli di espressione di TM (Fig 22A e 22B). 
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Figura 22. Effetti dei trattamenti con Aza, TSA e Aza + TSA sui livelli di espressione degli mRNA di TM (A) e di TNF-α (B) nella linea H281949.
*H28 pRS versus H281949; ° H281949 versus trattamenti , p < 0,05
Un simile profilo di espressione è stato visto anche a livello proteico, mediante analisi di Western blot e di immunocitochimica (Fig 23 A e 23 B).
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Figura 23. Analisi immunocitochimica per la determinazione dei livelli delle proteine TM e TNF-α nelle cellule con PARP-1 silenziata Met-5A1947 (A) e H281949 (B) incubate senza e con 5’-AZA-2’-deossicitidina (5’-AZA-dC, 5µM, 96 h), tricostatina (TSA, 200ng/ml, 24h) ed entrambi.
4.5. 
Effetti del silenziamento di PARP-1 sul profilo di metilazione dei geni TM e TNF-α nelle linee cellulari
Il profilo di metilazione di TM e del TNF-α è stato analizzato in vitro, nelle cellule wild type (Met-5A e H28) e PARP-1 silenziate (Met-5A1947 e H281949). L’isola CpG considerata è la stessa riportata sopra. Per ogni linea cellulare sono stati sequenziati 10 cloni. Nelle cellule Met-5A, il gene TM è risultato ipometilato, in quanto solo 14 su 44 CpG sono risultate metilate, con una media di metilazione del 15% (Fig. 24). 
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Figura 24. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TM nelle Met-5A
Anche il profilo di metilazione del TNF-α nella linea cellulare mesoteliale Met-5A è risultato ipometilato con una % media di metilazione < 20% (Fig. 25).
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Figura 25. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TNF-α nelle Met-5A
Allo scopo di verificare il possibile coinvolgimento di PARP-1 nella regolazione epigenetica di TM e del TNF-α, abbiamo analizzato il pattern di metilazione dei due geni nella linea cellulare mesoteliale PARP-1 silenziata, Met-5A1947. L’analisi del profilo di metilazione di TM in queste cellule ha evidenziato un’ipermetilazione a livello di 44/44 CpG, con una % di metilazione media > 80% (Fig. 26).
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Figura 26. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TM nelle Met-5A1947
Lo stesso risultato è stato trovato analizzando il profilo di metilazione del TNF-α nelle linee silenziate PARP-1Met-5A1947; il gene è risultato ipermetilato, con una % media di metilazione >80% a livello di  20/20 CpG (Fig. 27).
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Figura 27. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TNF-α nelle Met-5A1947
Per quanto riguarda le cellule MM H28, sia il gene TM sia il TNF-α sono risultati ipermetilati, in quanto tutte le CpG considerate erano metilate, con una media di metilazione del 70% e > 80%, rispettivamente (Fig. 28 e 29).
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Figura 28. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TM nelle H28
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Figura 29. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TNF-a nelle H28
Per verificare il possibile coinvolgimento di PARP-1 nella regolazione epigenetica di TM e del TNF-α nelle cellule MM, abbiamo analizzato il pattern di metilazione dei due geni nella linea cellulare PARP-1 silenziata, H281949. 

Per quanto riguarda il profilo di metilazione del gene TM nelle cellule di mesotelioma maligno silenziate PARP-1 H281949, abbiamo trovato che il gene era ipometilato, con una % di metilazione media <20% a livello di 31/44 CpG analizzate (Fig. 30).
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Figura 28. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TM nelle H281949
Al contrario, il pattern di metilazione del TNF-α nelle cellule di mesotelioma maligno con la PARP-1 silenziata H281949, ha mostrato un’ipermetilazione, con una % di metilazione media a livello di  20/20 CpG analizzate, dell’80% (Fig. 31). 
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Figura 31. % di metilazione di ogni CpG analizzata del gene TNF-α nelle H281949
Capitolo 5
5. Discussione
Il 10-20% dei pazienti affetti da tumori solidi presenta almeno un episodio tromboembolico lungo il decorso della propria malattia (Nijziel M.R et al, 2006) e  anormalità nei parametri emostatici sono state osservate nel 50% dei pazienti con cancro e nel 95% di quelli con metastasi. Tali anomalie nel sistema emostatico neoplastico portano ad un forte squilibrio tra le attività coagulante e anticoagulante. Più precisamente tale squilibrio si traduce in uno stato di ipercoagulabilità scatenato dal tumore stesso (Iqbal S. , 2000) e potenziato dai processi infiammatori e, di conseguenza, determina una maggior suscettibilità a sviluppare disordini trombotici. Queste complicazioni si rivelano spesso come la prima manifestazione clinica di una neoplasia occulta, prima ancora di essere diagnosticata (Kakkar A.K. et al, 2010), oltre a rappresentare un campanello d’allarme, in quanto è stato visto che in pazienti non tumorali che presentano tromboembolismi idiopatici, il 10-15% svilupperà una neoplasia entro 3 anni dall’evento acuto (Nijziel M.R. et al, 2006). Nel tumore, l’associazione tra processo infiammatorio e alterazioni nel sistema emostatico  è ormai accertata. Le cellule tumorali possono scatenare direttamente un’attivazione cronica della cascata della coagulazione, producendo elevati livelli di molecole pro-coagulanti che vengono continuamente consumate e rigenerate (Noble S. et al, 2010). La produzione di sostanze pro-coagulanti da parte delle cellule tumorali sembra essere più di un semplice effetto collaterale del tumore; infatti, ci sono considerevoli evidenze che i fattori del sistema di coagulazione non solo sono coinvolti nel rischio trombotico associato al cancro, ma giocano un ruolo importante nella biologia del cancro stesso, favorendo la crescita della massa tumorale, l’invasività, la metastatizzazione e l’angiogenesi (Nijziel M.R. et al, 2006). 

Tra i tumori solidi maggiormente interessati da rischi trombotici, il cancro alle ovaie, al pancreas e al fegato mostrano un’elevata incidenza di eventi tromboembolici; tuttavia, evidenze cliniche sostengono che il tumore più suscettibile all’insorgenza di eventi trombotici, incluse le trombosi arteriose, è il mesotelioma maligno (MM), in cui l’incidenza di tali complicanze è molto più elevata rispetto agli altri tipi di tumore solidi (circa 30%) (Nguyen D. et al, 2008). La patogenesi della trombosi nei pazienti con MM è dovuta in parte al tessuto tumorale che comprime le vene e in parte allo stato di ipercoagulabilità caratterizzato dalla secrezione da parte delle cellule tumorali, di fattori pro-coagulanti e citochine infiammatorie che potenziano la funzione piastrinica, inibiscono la fibrinolisi e riducono le attività anti-coagulanti; dagli elevati livelli plasmatici di fibrinogeno; dall’aumentato turnover di fibrina, che porta a coagulazione disseminata intravascolare (Nguyen D. et al, 2008; Ames P.R. et al, 2008). 

In questo studio ci siamo interessati di indagare i livelli di espressione di uno dei principali anticoagulanti naturali, la trombomodulina TM e quelli della citochina pro-infiammatoria maggiormente coinvolta nel sistema emostatico, il tumor necrosis factor TNF-α, nel MM. Relativamente all’impatto dei mediatori infiammatori sullo stato di ipercoagulabilità del tumore, è noto che il TNF-α è fortemente implicato nella cascata della coagulazione e nel sistema emostatico; il suo contributo si manifesta con un aumento della conta e della reattività piastrinica, il rilascio di fattori pro-coagulanti (tissue factor) e una down-regolazione dei sistemi anti-coagulanti, tra cui la trombomodulina. Nel nostro studio, abbiamo trovato una riduzione dei livelli di TNF-α nel MM, sia a livello pleurico sia a livello cellulare, ma questo può essere spiegato dal fatto che il TNF-α viene rilasciato dai macrofagi e dalle cellule tumorali in circolo e non è molto espresso a livello tissutale. Quindi ad un basso livello tissutale di TNF-α potrebbe corrispondere un’elevata concentrazione plasmatica. 
Ancor più critica è la sotto regolazione di TM, anch’essa ritrovata nel MM, sia a livello tissutale sia a livello cellulare. I nostri risultati sono in linea con quanto è stato precedentemente dimostrato, cioè che TM è down-regolata in molte patologie, inclusi diversi tipi di tumore, complicate dall’insorgenza di disordini trombotici e vascolari (Furuta J. et al, 2005) ed è proprio la sua assenza uno dei fattori predisponenti il rischio di trombosi. Ci sono inoltre evidenze a favore del fatto che la malignità cellulare è inversamente correlata con l’espressione di TM (Higuchi T. et al, 2009); perciò la sua ridotta espressione tissutale risulta associata all’invasione e alla formazione di metastasi in vari tipi di tumore, tra cui il cancro colorettale e quello al pancreas (Higuchi T. et al, 2009; Iqbal S., 2000; Lindahl A.K. et al, 1993). Questo sarebbe da dimostrare nel  MM, in quanto rispetto a molti altri tumori solidi, non è particolarmente invasivo, anche se le più recenti indagini mostrano che le metastasi non sono così rare come si riteneva.

I meccanismi della soppressione di TM non sono ancora del tutto chiariti (Rong Y. et al, 2010). Diversi studi hanno evidenziato un possibile ruolo dell’epigenetica nella regolazione dell’espressione della trombomodulina in diversi tipi di tumore, tra cui il melanoma, in cui è stato visto che il silenziamento genico di TM è determinato da uno stato di ipermetilazione del suo promotore (Furuta J. et al, 2005; Kaneda A. et al, 2002). Anche TNF-α è soggetto a regolazione epigenetica; più precisamente è stato visto che nei macrofagi e nei monociti, l’acetilazione degli istoni è correlata con la capacità di queste cellule di produrre TNF-α; quindi, l’inibizione delle deacetilasi può determinare un aumento dei livelli di questa citochina in circolo (K. E. Sullivan et al, 2007; Lee J.Y. et al, 2003).

I nostri risultati hanno effettivamente dimostrato che nel MM, la ridotta espressione della TM ha una causa epigenetica e il meccanismo coinvolto è la metilazione del DNA. Questo è stato dimostrato sia in vivo su campioni di biopsie pleuriche, sia in vitro su linee cellulari di MM. Dal confronto dei profili di metilazione, è emerso che nei campioni tumorali e nelle cellule di MM c’è uno stato di ipermetilazione che manca nei tessuti sani e nelle cellule mesoteliali di controllo. Per il TNF-α, il meccanismo responsabile della down regolazione osservata nel MM non è così chiaro; infatti dall’analisi in vitro condotta sulle cellule mesoteliali immortalizzate Met-5A e sulle cellule MM H28, trattate con gli inibitori delle metilasi o con gli inibitori delle deacetilasi o con entrambi, è emerso che l’espressione del TNF-α viene ripristinata in misura diversa da tutti e tre i trattamenti, con un aumento maggiore in caso di combinazione dei due inibitori. L’analisi del pattern di metilazione mediante sequenziamento del promotore ha confermato che il gene è ipermetilato nelle biopsie pleuriche MM rispetto a quelle sane di controllo, così come nelle cellule MM H28 rispetto alle cellule immortalizzate mesoteliali Met5A, ma ciò non esclude un possibile coinvolgimento sinergico anche dell’acetilazione istonica.
Recentemente, sono stati proposti alcuni meccanismi che intervengono nella regolazione epigenetica; in particolare, è stato proposto un ruolo per la PARP-1, una proteina che catalizza la poli ADP-ribosilazione e sembra influire sui processi di metilazione e di acetilazione, mediante un’azione rimodellante della cromatina, svolgendo un importante ruolo nella trascrizione genica. Dal nostro studio è emerso un significativo coinvolgimento di PARP-1 nella regolazione epigenetica dell’espressione di TNF-α e di TM. I nostri risultati confermano un effetto diretto di PARP-1 sulla regolazione epigenetica dell’espressione di TNF-α, sia nelle cellule immortalizzate mesoteliali sia in quelle di MM, dove il silenziamento genico di PARP-1 riduceva drasticamente l’espressione del TNF- α; dall’analisi del pattern di metilazione del promotore di  TNF- α in queste linee cellulari PARP1 -/-, è emerso infatti un profilo fortemente ipermetilato che giustifica la ridotta espressione della citochina osservata. Da questo risultato si deduce che PARP-1 potrebbe “proteggere” il TNF-α dalla metilazione del suo promotore, mentre in sua assenza, TNF-α verrebbe metilato e quindi risulterebbe poco espresso. Questa osservazione riflette il ruolo “protettivo” della PARP-1 nei confronti della metilazione delle CpG islands, proposto da Zampieri et al (Zampieri M. et al, 2009). Secondo gli autori, PARP-1 in forma parilata o i PARs liberi rendono la DNA metiltransferasi Dnmt1 cataliticamente inattiva, mediante il loro binding competitivo con la metilasi (confermato da esperimenti di co-immunoprecipitazione) e l’attività di metilazione risulta così bloccata. In assenza di PARP-1 modificata invece, Dnmt1 è libero di metilare. Quindi uno stato di iper- o ipo-metilazione del DNA è indotto da un decremento o da un incremento dei livelli di PARs o di PARP-1 parilata, rispettivamente. Sarebbe inoltre da indagare anche l’eventuale acetilazione istonica per il TNF-α, avendo trovato che non solo l’inibitore delle metilasi 5’Aza, ma anche l’inibitore delle deacetilasi TSA ripristinava l’espressione della citochina. Inoltre, sarebbe interessante verificare il possible coinvolgimento di PARP-1, dato che alcuni studi hanno ipotizzato un possibile ruolo di PARP-1 anche nell’acetilazione istonica; più precisamente, l’enzima potrebbe essere richiesto per l’acetilazione del promotore di specifici geni; inoltre, la sua inattivazione o il suo silenziamento sembrerebbero ridurre l’acetilazione dell’istone 3, contribuendo al silenziamento genico (Wang J. et al 2008).
Per quanto riguarda la trombomodulina, i nostri risultati evidenziano un coinvolgimento di PARP-1 anche nella regolazione epigenetica di questo gene, anche se con meccanismi differenti rispetto al TNF-α. Più precisamente, nelle cellule di MM H28, il silenziamento di PARP-1 ha un effetto esattamente contrario a quello osservato nelle cellule mesoteliali immortalizzate Met-5A PARP -/-. Infatti, abbiamo trovato che nelle cellule Met-5A silenziate PARP-1 (Met-5A1947), l’espressione di TM risultava drasticamente ridotta e ciò rifletteva lo stato di metilazione che in queste cellule era ipermetilato, in linea con quanto sostenuto dal meccanismo sopra esposto, del ruolo “protettivo” di PARP-1 nei confronti della metilazione delle CpG islands. Al contrario, nelle cellule MM H28 silenziate PARP-1 (H281949), l’espressione di TM era fortemente aumentata e l’analisi del profilo di metilazione ha rivelato che in queste cellule il promotore di TM era effettivamente ipometilato. Quest’ultimo risultato potrebbe trovare giustificazione in un altro meccanismo proposto dagli stessi autori precedenti, secondo il quale, questa volta PARP-1 “protegge” la DNA metiltransferasi Dnmt1 dalla metilazione del proprio promotore, mantenendola attiva e funzionale; per cui, al contrario da quanto previsto dal meccanismo precedente, in presenza di PARP-1 parilata si avrà ipermetilazione e quindi ridotta espressione genica. Al contrario, in assenza di PARP-1, il promotore della metilasi verrebbe metilato, per cui l’enzima non è espresso e si avrà ipometilazione (Zampieri M et al, 2009). Quindi, nel nostro studio, proponiamo un duplice ruolo di PARP-1 nella regolazione epigenetica della TM: nelle cellule non maligne (Met5A), PARP-1 si legherebbe alla metilasi inattivandola; quindi PARP-1 sembrerebbe “proteggere” TM dalla metilazione del proprio promotore, favorendone l’espressione. Quindi il silenziamento di PARP-1 renderebbe la metilasi libera di metilare il promotore di TM, con conseguente ridotta espressione dell’anticoagulante. Nelle cellule maligne (H28) invece, PARP-1 impedirebbe la metilazione della metilasi stessa, che può così funzionare e metilare il DNA; quindi in questo caso, PARP-1 favorisce la metilazione del promotore di TM portando al suo silenziamento genico, mentre il silenziamento di PARP-1 causerebbe la metilazione della metilasi Dnmt1 che non potrà più essere funzionante, quindi non potrà metilare il promotore di TM il quale risulterà ipometilata e verrà espressa.

Tutti questi risultati fanno sperare in un possibile miglioramento della qualità di vita dei pazienti affetti da MM mediante l’impiego deglii inibitori di PARP-1, già utilizzati in ambito terapeutico per altre neoplasie.
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