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SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

INTRODUZIONE

Endometriosi

L'endometriosi &€ una malattia ginecologica cronica e complessa, caratterizzata dalla crescita
dell’endometrio, il tessuto che riveste la parete interna dell’'utero, in zone al di fuori della cavita uterina
(endometrio ectopico), provocando dolore ed infertilita. La patogenesi dell’endometriosi € probabilmente
multifattoriale e nel tempo sono state formulate varie ipotesi circa le cause ed i meccanismi che provocano la
patologia. Una prima ipotesi € stata quella della mestruazione retrograda, secondo cui durante il ciclo
mestruale non tutto 'endometrio che si e sfaldato viene espulso ma una parte di esso si muove verso le tube
e le cellule che sopravvivono permettono la crescita di tessuto uterino nelle zone ectopiche (1). Si € poi
ipotizzata I'alterazione di alcune funzioni del sistema immunitario (2-4) o addirittura anche la presenza in
zone ectopiche di cellule staminali endometriali (5). Infine, studi effettuati su famiglie in cui erano presenti
casi di endometriosi hanno permesso di evidenziare una predisposizione familiare a sviluppare la patologia.
E stato dimostrato infatti che la probabilita di sviluppare endometriosi aumenta di circa il 15% in sorelle di
donne affette e, pit in generale, aumenta a seconda del grado di parentela (6-8). Proprio per caratterizzare
meglio questa patologia sono stati condotti diversi studi mirati ad identificare possibili geni differenzialmente
espressi nel tessuto ectopico rispetto al tessuto eutopico, tramite tecniche di microarray e real time RT-PCR.
In questo modo é stato possibile identificare i geni che potrebbero essere coinvolti nell’endometriosi, poiché
sovraespressi o inibiti in caso di malattia (9,10). Infine alcuni studi hanno determinato che in caso di malattia
anche alcuni normali processi fisiologici vengono alterati; ad esempio si ha una diminuzione della
decidualizzazione, il differenziamento delle cellule stromali endometriali che permette I'impianto
dell’embrione (11,12), che potrebbe portare a fenomeni di infertilita, una delle principali conseguenze della
patologia.

MicroRNA

I microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA non codificanti lunghe circa 22 nucleotidi che hanno un
ruolo molto importante nella regolazione dell’espressione genica, poiché agiscono a livello post-
trascrizionale inibendo la traduzione del’'mRNA ad essi complementare. Inizialmente sono stati identificati in
Caenorhabditis elegans (13), ma si & visto che & un meccanismo comune a molte organismi, compreso
'uomo. Sono altamente conservati tra organismi diversi, hanno un’espressione tessuto-specifica e sono
coinvolti in diversi processi biologici quali apoptosi, metabolismo e differenziamento cellulare (14, 15). Si e
poi evidenziato che i essi sono coinvolti nello sviluppo del cervello e delle malattie ad esso collegate, nelle
leucemie, nel cancro del colon e in infezioni virali (16-18). Possono esserci miRNA che favoriscono lo
sviluppo tumorale e altri che agiscono come inibitori di fattori legati allo sviluppo tumorale, come ad esempio
proliferazione, migrazione cellulare e apoptosi (19). Recentemente si € visto che i miRNA sono coinvolti
anche nelle funzioni cardiache, nella crescita e nel differenziamento muscolare (20, 21). E stato dimostrato
che piu del 30% dei geni umani & un possibile bersaglio dei miRNA, ed essi compongono I'1-5% del genoma
(22, 23). Uno stesso gene inoltre pud essere regolato da pitt miRNA e uno stesso miRNA puo regolare piu
geni. Un miRNA non ha una perfetta complementarieta con le basi della terminazione 3'-UTR dellmRNA
bersaglio (24) e sono stati percio formulati diversi algoritmi per la predizione dei geni bersaglio dei singoli
mMiRNA, tra cui TargetScan, miRanda, PicTar.

SCOPO DEL LAVORO

In laboratorio abbiamo recentemente identificato i miRNA differenzialmente espressi in endometrio eutopico
ed ectopico di donne affette da endometriosi, abbiamo validato mediante real time PCR I'espressione
differenziale di alcuni di loro e successivamente abbiamo identificato in silico i possibili geni bersaglio e i
pathway coinvolti nella malattia (25). Tra i miRNA validati, I'espressione del miRNA-200c diminuisce
nell’endometrio ectopico rispetto all’eutopico. Per valutare gli eventuali effetti biologici di tale diminuzione,
abbiamo usato una linea immortalizzata di cellule stromali endometriali in cui abbiamo abbattuto
I'espressione endogena del miR-200c mediante inibitori specifici. Con queste cellule intendiamo investigare



alcune caratteristiche che nella patologia endometriotica sono alterate quali la proliferazione, migrazione,
decidualizazione e resistenza all'apoptosi.

MATERIALI E METODI

Colture cellulari

Per gli esperimenti di decidualizzazione € stata utilizzata una linea cellulare di cellule endometriali stromali
umane, immortalizzata con telomerasi (T-hesc). Le cellule sono mantenute in coltura in terreno DMEM-F12
addizionato di 10% charcoal stripped FBS, Glutammina (2mM) , Antibiotici/Antimicotici (100 unita/ml di
penicillina e 100pg/ml streptomicina) e una mix di insulina (2pg/ml), transferrina (1,1pg/ml) e selenio (1ng/ml)
(ITS).

Estrazione e quantificazione RNA

Per I'estrazione del’RNA dalle cellule & stato utilizzato il kit “miRNeasy” (Qiagen, Valencia, CA, USA)
seguendo il protocollo fornito dal produttore. Il tessuto, lisato in un tampone a base di fenolo e guanidina
tiocianato, viene fatto passare in colonnine ottimizzate per trattenere anche i miRNA ed é stato eluito in un
volume finale di circa 40yl di acqua RNasi-free. L'RNA € stato successivamente quantificato mediante lo
strumento NanoDrop.

Retrotrascrizione e real-time PCR

Per la parte riguardante I'analisi in real-time dell'avvenuto silenziamento del miRNA 200c, 'RNA é stato
retrotrascritto con il kit TagMan MicroRNA RT (Applied Biosystems, Foster City, CA), seguendo il protocollo
fornito dal produttore. Il cDNA cosi ottenuto € stato amplificato mediante real time PCR utilizzando TagMan
Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG e 2 diversi TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystem):
hsa-miR-200c e U18 come controllo endogeno.

Chemiotassi

Per la valutazione degli effetti dell’inibizione del miRNA-200c sulla migrazione cellulare le cellule sono state
trasfettate con Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con I’Anti-miR miRNA-200c Inhibitor e I’Anti-miR Negative
Control (Ambion) e poi piastrate (circa 20000 cellule per pozzetto) nella parte superiore di una camera di
Boyden. Nella parte inferiore della camera, separata da quella superiore da una membrana
precedentemente immersa in collagene (20ng/ml), & stato usato 17-b-estradiolo (10nM) come
chemioattrattore in terreno privo di siero. Nel corso degli stessi esperimenti sono stati usati pozzetti con
terreno con 10% FBS come controllo positivo di chemiotassi. La camera € stata posta in incubatore over-
night ed il giorno successivao il filtro & stato tolto, le cellule non migrate rimosse meccanicamente, e le cellule
migrate, colorate con Diff-Quik, sono state contate al microscopio. Ogni trattamento € stato fatto in
guadruplicato e I'esperimento & stato ripetuto 3 volte.

Analisi statistica
Di tutti i dati ottenuti dalle real-time € stata calcolata la significativita statistica attraverso il test ANOVA e un
risultato di p<0,05 & considerato significativo.

RISULTATI e DISCUSSIONE

Per prima cosa abbiamo verificato I'avvenuto silenziamento attraverso esperimenti di Real-Time PCR, che
hanno confermato un abbattimento dei livelli di espressione del miR-200c. Ponendo uguale ad 1
I'espressione del microRNA-200c in cellule trasfettate con I’Anti-miR Negative Control, I'espressione in
cellule silenziate con I’Anti-miR miRNA-200c Inhibitor diminuisce di circa I'80% (Fig.1).
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L’esperimento di chemiotassi ci ha permesso di analizzare la capacita delle cellule di migrare in seguito
all’utilizzo di particolari chemioattrattori. Nel nostro caso abbiamo potuto verificare che l'utilizzo, come
chemioattrattore, di 17-B-estradiolo in terreno privo di siero determina una maggiore migrazione nelle cellule
in cui abbiamo silenziato il miRNA-200c rispetto alle cellule non trasfettate e a quelle in cui € stato trasfettato
un controllo negativo. Ponendo uguale a 1 la migrazione delle cellule non trasfettate e in cui € stato utilizzato
terreno privo di siero come chemioattrattore, abbiamo potuto verificare che la migrazione delle cellule
silenziate e in cui € stato usato 17-f3-estradiolo aumenta di circa tre volte, mentre raddoppia rispetto al suo
controllo di trasfezione (Fig. 2). In questo modo possiamo ipotizzare che il silenziamento del miRNA-200c
determini una maggiore migrazione cellulare, in accordo con il fatto che I'endometriosi € caratterizzata sia
dalla migrazione di cellule endometriali in zone ectopiche che dalla minore espressione dello stesso miRNA-
200c.
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Questi risultati preliminari suggeriscono che effettivamente il miR200c pud avere un ruolo nella migrazione
delle cellule stromali endometriali. Con i prossimi esperimenti approfondiremo gli effetti del silenziamento di
miR-200c nella chemiotassi. Successivamente valuteremo altri effetti biologici, in particolare la proliferazione
basale e in seguito a stimolazione estrogenica, la decidualizzazione e I'apoptosi indotta da stress ossidativo.
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