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ABSTRACT

Micro-RNAs as potential diagnostic and prognostic biomarkers in pancreatic cancer: methodological
choices and issues.

Pancreatic cancer is the fourth cause of the death by cancer worldwide. It remains the only cancer whose survival
has not improved in the last 40 years (only 18% of patients are still alive after 1 year, and 5% after 5 years), because
of the high metastatic capacity and chemoresistance of the tumour. Complete tumour resection offers a chance to
improve prognosis, but only 20% of patients are suitable for surgery. Although carcinoembryonic antigen (CEA) and
carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9) are commonly used biomarkers in clinical practice, they are not sufficiently
sensitive and specific for early diagnosis neither for predicting response to treatment. The search for biomarkers for
early diagnosis, post-operative surveillance and prognosis prediction is therefore fundamental in the context of
pancreatic cancer.

Circulating micro-RNAs (miRNAs), emerging regulators of gene expression, have been reported by several studies
as powerful non-invasive biomarkers in the pancreatic cancer setting, because of their presence and stability in
human body fluids. Distinctive miRNAs expression profiles have been associated to pancreatic cancer; furthermore,
changes in their expression seems to identify cancer development and response to treatment. Although many papers
have been published in this field, the results are still controversial and no consensus has reached about sample type,
methodologies and protocols to be adopted thus hampering their introduction into routine practice. This paper aims
to summarize the methodological choices in the analysis of circulating miRNAs with particular focus on the critical
points of the different phases of the process.

INTRODUZIONE di cura, ma solo il 15-20% dei pazienti &€ candidato per la
resezione tumorale. Le fasi iniziali della malattia non

Il carcinoma del pancreas ¢ la quarta causa di morte  sono caratterizzate da sintomi specifici, pertanto la

da cancro in tutto il mondo. Resta una delle malattie pll;l grande maggioranza dei pazienti‘ al momento della
infauste a causa dell'elevata capacita metastatica del  diagnosi, presenta malattia metastatica avanzata ed &
tumore e della chemoresistenza che contribuiscono ad  dunque difficile intervenire chirurgicamente. La sola

una prognosi sfavorevole per i pazienti (1). Il tasso di  chirurgia, comunque, non consente la sopravvivenza a
sopravvivenza & del 18% ad un anno e del 5% a 5 anni.  jungo termine e gran parte dei pazienti sottoposti ai

La rimozione completa del tumore offre I'unica possibilita chemioterapici di prima linea non gode di miglioramenti
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significativi nella prognosi. | dati di letteratura riportano
tempi di sopravvivenza mediani di circa 8-10 mesi e
recidiva precoce del tumore nella maggior parte dei
pazienti sottoposti a resezione. Attualmente il carcinoma
del pancreas resta l'unico tumore il cui tasso di
sopravvivenza non & migliorato negli ultimi 40 anni (2).

Al momento, sebbene I'antigene carcinoembrionario
(CEA) e l'antigene carboidratico19-9 (CA 19-9) siano
ampiamente utilizzati nella pratica clinica per la gestione
dei pazienti con cancro del pancreas, questi
biomarcatori non sono sufficientemente sensibili né
specifici per la diagnosi precoce né per predire la
sopravvivenza (3). Livelli elevati di questi biomarcatori
sono anche riscontrati nel carcinoma del colon-retto e in
altre condizioni quali la pancreatite, la cirrosi e la
coledocolitiasi (4).

La ricerca di biomarcatori utilizzabili per la diagnosi
precoce, il monitoraggio delle eventuali recidive e la
predizione della prognosi & dunque fondamentale
nell’ambito del cancro del pancreas.

Recentemente, numerosi studi hanno rivolto
I'attenzione all'utilita diagnostica e prognostica della
profilazione dei micro-RNA (miRNA) circolanti in diversi
tumori maligni e in molte altre condizioni patologiche,
supportando il potenziale ruolo di questa classe di
biomarcatori anche nell’ambito del cancro del pancreas
(5, 6).

MICRO-RNA E CANCRO DEL PANCREAS

I miRNA sono piccoli RNA endogeni non codificanti,
lunghi 14-24 nucleotidi, che regolano negativamente
I'espressione genica a livello post-trascrizionale,
inibendo la traduzione o provocando la degradazione
del’lRNA messaggero (7). | miRNA, secreti nei fluidi
biologici, in particolare nel sangue, nonché nelle urine,
nella saliva, nel latte materno, nei liquidi pleurici,
peritoneali e cerebrospinali, sono veicolati da proteine di
trasporto (8) o allinterno di vescicole membranose
meglio note come esosomi (9, 10) per eludere la
degradazione da parte delle RNAsi di cui sono ricchi i
fluidi biologici (11, 12).

Recettori specifici sulle membrane cellulari
riconoscono molecole sulla superficie degli esosomi,
consentendo I'assorbimento dei miRNA e delle altre
molecole trasportate all'interno. Con questo
meccanismo i miRNA possono essere trasferiti da una
cellula all'altra per facilitare lo scambio incrociato, la
comunicazione e lo scambio di segnali (13). La lunga
emivita e la stabilita dei miRNA nei fluidi biologici, la
possibilita di raccogliere il campione in maniera semplice
e non invasiva, rendono i miRNA, biomarcatori
interessanti nella pratica clinica.

Il database miRBase (versione 22), disponibile al sito
http://www.mirbase.org/ (14) raccoglie i miRNA finora
individuati. In particolare sono stati individuati 2654
miRNA umani (sequenze mature), alcuni di questi
espressi costantemente in tutte le cellule, altri espressi
differenzialmente in cellule diverse, altri ancora specifici
di alcuni tipi cellulari; molti di questi sono stati trovati in

correlazione con il cancro. Il modello di espressione dei
miRNA sembra identificare il tipo di cancro e lo stadio di
malattia. Nellambito del cancro del pancreas moltissimi
studi in letteratura riportano un ampio repertorio di
miRNA circolanti associati alla diagnosi precoce, alla
risposta al trattamento e alla predizione della prognosi.

Liu et al., hanno recentemente confrontato
'espressione di un pannello di miRNA (miRNA-20a,
miRNA-21, miRNA-24, miRNA-25, miRNA-99a, miRNA-
185 e miRNA-191) tra 197 pazienti affetti da cancro del
pancreas e 158 soggetti di riferimento, dimostrando una
maggiore accuratezza del pannello rispetto al CA 19-9
nel discriminare i soggetti di riferimento dai malati
(rispettivamente 86,6% e 76%). L'accuratezza
raggiungeva il 96,2% quando il pannello di miRNA
veniva analizzato nei soli pazienti allo stadio | di
malattia, rispetto ad un’accuratezza del 46,2% del CA
19-9, dimostrando I'importanza di questo pannello nella
diagnosi precoce del cancro del pancreas (15). Wang et
al. hanno invece dimostrato che I'analisi combinata dei
miRNA-21, 210, 155 e 196a nel plasma permetteva di
discriminare i pazienti con cancro del pancreas dai
controlli con una sensibilita del 64% e una specificita
dell’89% (16). Altri Autori hanno riportato livelli
aumentati dei miRNA-16, 21, 155, 181ae b, 196a e 210
nei pazienti con cancro del pancreas rispetto, non solo
a soggetti di riferimento, ma anche a pazienti con
pancreatite cronica (17). Il miRNA-25 da solo & stato
proposto come biomarcatore per la diagnosi precoce
del cancro del pancreas in quanto la sua over-
espressione € stata dimostrata in una coorte di 197
pazienti e confermata in un gruppo piu numeroso di
pazienti (18), mentre altri studi hanno riportato che
aumentati livelli di miRNA-21 nel plasma possono
essere considerati indice di progressione tumorale e
prognosi peggiore nei pazienti affetti da cancro del
pancreas (19). Altri Autori hanno dimostrato il ruolo di
questo miRNA come biomarcatore per il monitoraggio
della terapia (20). Il miR-200 é stato invece individuato
come potenziale soppressore del tumore per la capacita
di indurre una sotto-regolazione dei marcatori
mesechimali vimentina e zinc finger E-box-binding
homeobox 1 (ZEB1), riducendo cosi la capacita del
tumore di acquisire meccanismi di transizione epitelio-
mesenchima, noti per essere alla base dell’aggressivita
del tumore e della resistenza ai farmaci (21).

Altri Autori hanno poi individuato pannelli utili nella
predizione della sopravvivenza. Degna di nota € la
meta-analisi di Frampton et al. (22), centrata
sull'espressione di miRNA in pazienti affetti da
adenocarcinoma del pancreas sottoposti a resezione
chirurgica. Al fine di valutare I'effetto dei miRNA sul
tasso di sopravvivenza di questi pazienti, gli Autori
hanno calcolato un indice (HR), ovvero il rischio di
morte o recidiva della malattia, durante l'intervallo di
studio, in tutti i pazienti che mostravano un'elevata
espressione di un miRNA oncogeno rispetto a un
paziente con bassa espressione, o l'opposto per un
miRNA soppressore del tumore. Sono stati considerati
predittori di prognosi peggiore miRNA con HR >1.
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L'analisi di 20 studi e 1525 pazienti, ha permesso di
evidenziare un pannello di miRNA con variazioni dei
livelli di espressione statisticamente significativi e HR
>1. L'over-espressione dei miRNA-155, 203, 222, 10b e
la sotto-regolazione dei miRNA-34a e 183 sono risultati
essere predittori indipendenti di prognosi peggiore (22).

Sebbene i lavori pubblicati in letteratura nell’ambito
del cancro del pancreas siano numerosi (1136
pubblicati negli ultimi cinque anni in riviste diverse e
disponibili su PubMed digitando “miRNA and pancreatic
cancer”), e i risultati dimostrino il ruolo promettente dei
miRNA come biomarcatori di malattia, prognosi e
trattamento, non vi € ancora consenso sulla matrice,
sulle metodiche e sui protocolli da utilizzare per il loro
trasferimento nella pratica clinica. Molti risultati sono tra
loro contrastanti o comunque non confrontabili a causa
dellimpiego di matrici diverse o metodiche diverse.
Scopo dei paragrafi successivi & quello di riassumere le
scelte metodologiche nelllambito dell’analisi dei miRNA
circolanti con particolare attenzione ai punti critici delle
diverse fasi del processo.

ANALISI DEI MICRO-RNA CIRCOLANTI: LO
STATO DELL’ARTE

La fase pre-analitica

E noto che nellintero processo dellesame di
laboratorio, le attivita che precedono I'analisi del
campione e identificate come “fase pre-analitica”,
possono influenzare negativamente il rilascio del
risultato con un tasso di errore stimato del 46-68% (23).
Come per altri biomarcatori gia consolidati nella pratica
clinica, anche nell’ambito dell’analisi di profili di
espressione dei miRNA, le variabili pre-analitiche da
considerare e armonizzare per garantire la qualita del
risultato appartengono a tre categorie: variabili
biologiche, ambientali e tecniche.

La scelta della matrice del campione da raccogliere
e fondamentale per garantire risultati confrontabili prima
di intraprendere un qualsiasi studio clinico o di
introdurre un esame nella routine diagnostica. Tuttavia,
nell’ambito dell’analisi dei profili di espressione dei
miRNA, sebbene i campioni di plasma e siero siano stati
confrontati da numerosi Autori per identificare la matrice
migliore, i risultati sono ancora contradditori (11, 24-28).

Ad oggi, il plasma & considerato il campione
d’elezione nello studio dei miRNA circolanti, poiché
I'RNA cellulare rilasciato principalmente dalle piastrine
nel siero durante il processo di coagulazione spontanea
pud modificare il repertorio dei miRNA circolanti.
Concentrazioni piu elevate di miRNA sono state, infatti,
costantemente riscontrate nei sieri rispetto ai campioni
di plasma (29). Tuttavia, piastrine residue sono state
identificate anche nei campioni di plasma. In questo
contesto, il tipo di anticoagulante e il protocollo di
centrifugazione (numero di rotazioni, velocita e
temperatura della rotazione) utilizzati per separare la
frazione plasmatica dal sangue intero e rimuovere
adeguatamente i componenti cellulari evitando la lisi
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cellulare, ha un grande impatto sul repertorio di miRNA.
Page et al., hanno identificato differenze significative
nel 72% dei miRNA analizzati, in relazione al protocollo
di separazione utilizzato (30). A questo proposito, Basso
et al. raccomandano [l'utilizzo di provette contenenti
EDTA come anticoagulante e I'adozione di un protocollo
che preveda due centrifugazioni seriali, avendo
dimostrato che una doppia centrifugazione migliora la
rimozione delle piastrine contaminanti rispetto ad
un’unica centrifugazione del campione (31). Sebbene le
principali differenze siano dovute alla contaminazione
delle piastrine, nei campioni di plasma possono essere
presenti anche detriti cellulari e microparticelle. Pertanto
se ne raccomanda la rimozione mediante una fase di
filtrazione aggiuntiva (32).

Tra gli altri anticoagulanti comunemente utilizzati
nella pratica clinica, il litio-eparina dovrebbe essere
evitato poiché & stato dimostrato interferire con la
trascrittasi inversa (33) e gli enzimi ad attivita
polimerasica utilizzati nella reazione di PCR (28)
riducendo significativamente i livelli di espressione dei
miRNA (31). Tuttavia, qualora si volesse analizzare |l
profilo di espressione dei miRNA a partire da campioni
gia raccolti in provette contenenti litio-eparina e
adeguatamente conservati, il trattamento con eparinasi
(34) o cloruro di litio (LiCl) (35) potrebbe garantire
risultati migliori. In questo contesto, & inoltre importante
conoscere e standardizzare la fase di preparazione del
paziente al prelievo. E stato infatti dimostrato che
'assunzione di eparina nei casi di patologie
cardiovascolari o interventi chirurgici determina la
significativa riduzione della concentrazione di miRNA
(27).

E inoltre sconsigliato I'utilizzo del citrato di sodio
come anticoagulante, non solo perché interferisce con
la quantificazione dei miRNA se valutata con tecniche di
PCR quantitativa in tempo reale (QRT-PCR) (36), ma
anche perché questo anticoagulante, creando un
ambiente ipoosmotico pud determinare emolisi
inducendo il rilascio di miRNA confondenti e
determinando un aumento fino a 50 volte della
concentrazione dei miRNA (37).

Sulla base delle considerazioni sopra riportate e dei
risultati dello studio condotto da Fichtlscherer et al.
campioni raccolti in provette contenenti EDTA
restituiscono profili di miRNA di piu elevata qualita
rispetto a quelli raccolti in provette contenenti eparina o
sodio-citrato (38). E necessario ricordare che, nel caso
in cui sia necessario prelevare piu provette di sangue
contenenti anticoagulanti diversi, al fine di evitare
qualsiasi contaminazione, quella che contiene EDTA
deve essere raccolta prima di quelle contenenti eparina
o citrato.

Tuttavia, Kim et al. confrontando quattro diversi
anticoagulanti, EDTA, eparina, citrato di sodio e fluoruro
di sodio/ossalato di potassio (NaF/KOx), hanno
dimostrato che risultati maggiormente riproducibili nella
quantificazione dei miRNA sono ottenuti dall'impiego di
provette contenenti NaF/KOx (28). Pertanto tali provette
sarebbero da preferire nel caso di studi sui miRNA.
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La scelta della matrice e della provetta non
costituiscono gli unici punti critici della fase pre-
analitica. E stato dimostrato che l'espressione e la
concentrazione di miRNA sono influenzate anche dalle
caratteristiche e dallo stato del paziente (eta, sesso,
indice di massa corporea, dieta, stato di digiuno,
malattia, esercizio fisico, fumo e farmaci) (39- 41) e
dalla qualita del campione raccolto.

Diversi studi hanno, ad esempio, dimostrato che
esiste una correlazione tra la concentrazione di miRNA
e la conta delle cellule del sangue (42-44). Alla luce di
queste considerazioni e al fine di evitare
I’emoconcentrazione, il tempo di applicazione del laccio
emostatico e la postura durante il prelievo devono
essere standardizzati, supportando il fatto che il
prelievo di sangue deve essere eseguito secondo le
linee guida (45), per poter garantire l'idoneita dei
campioni raccolti.

Inoltre I'emolisi e la formazione di coaguli
determinati molto spesso da un prelievo di sangue
traumatico o dall'inadeguatezza delle condizioni di
conservazione, trasporto e manipolazione del
campione, interferiscono con i metodi spettrofotometrici
utilizzati per la quantificazione dei miRNA. Per lo stesso
principio, anche littero e la lipemia influenzano la
concentrazione di miRNA valutata con metodi
spettrofotometrici, pertanto questi campioni non
possono essere considerati idonei per [I'analisi
dell’espressione dei miRNA (34).

La quantificazione dei miRNA pud inoltre essere
influenzata dal volume del campione. Kim et al. hanno
dimostrato che sebbene un volume plasmatico elevato
garantisca una quantita sufficiente di miRNA da
analizzare, questo contiene anche un eccesso di
inibitori della polimerasi (emoglobina, lattoferrina e IgG)
che puo limitare I'accuratezza dell'analisi. Dall’altro lato,
un basso volume di campione contiene pochi inibitori
endogeni ma una insufficiente quantita di miRNA da
analizzare. Per ovviare a questo fenomeno e rimuovere
gli inibitori, sono raccomandati protocolli di estrazione
che prevedono [lutilizzo di fenolo/cloroformio e
I'assorbimento di silice (28).

La temperatura di conservazione € stata identificata
come il fattore piu rilevante nell'influenzare i profili di
espressione dei miRNA nel siero. In particolare, la
conservazione del campione a temperatura ambiente
sembra favorire la degradazione cellulare, il rilascio di
citochine e le variazioni del profilo dei miRNA nel
campione di siero. Al contrario, i livelli di miRNA
risultano stabili a temperatura ambiente per almeno 24
ore nei campioni di sangue intero (31). | miRNA sierici si
sono invece dimostrati stabili fino a 72 ore se i campioni
di siero sono refrigerati a 4° C o congelati a -20° C, a
causa della riduzione dell'attivita delle RNasi a
temperature basse (46). Grasedieck et al. esaminando
la stabilita dei miRNA dopo un lungo periodo di
conservazione del campione, hanno mostrato che la
quantita totale di miRNA nel siero era sufficientemente
stabile per 2-4 anni a -20° C, ma risultava
significativamente diminuita dopo 6 anni di

conservazione e ancora di piu dopo 10 anni. Gli stessi
Autori hanno anche dimostrato che ripetuti cicli di
congelamento-scongelamento  determinano  una
significativa riduzione della concentrazione di miRNA
rispetto alla conservazione stabile a -80° C (47).

La fase analitica

La scelta dei metodi di estrazione e amplificazione
dei miRNA & fondamentale per garantire risultati robusti,
affidabili e confrontabili tra loro.

Ad oggi, diversi produttori hanno sviluppato metodi
di estrazione dei miRNA. | primi metodi introdotti sul
mercato e piu comunemente utilizzati prevedevano
I'utilizzo di fenolo/cloroformio, mentre i metodi sviluppati
piu recentemente, che consentono un'estrazione piu
rapida e parzialmente automatizzata, prevedono
I'assorbimento dell'RNA su una mini-colonna di silice, su
biglie o su filtri in fibra di vetro. Al fine di ottimizzare la
quantita e la qualita di RNA recuperato, i produttori
hanno lavorato principalmente su due variabili, il volume
di campione iniziale e il rapporto volume di
campione/reagente di lisi. | protocolli iniziali
consentivano la purificazione dei miRNA circolanti a
partire da un grande volume di sangue, ma gli sforzi
condotti finora hanno consentito di produrre kit
commerciali che consentono I'estrazione di una quantita
sufficiente di materiale per la profilazione dei miRNA a
partire da un volume di sangue intero inferiore ad 1 mL.
Tuttavia potrebbe essere difficile prelevare anche
questo volume nel caso di bambini, anziani o pazienti
oncologici (36); di conseguenza ulteriori miglioramenti
in questo aspetto sono auspicabili.

E necessario sottolineare che i metodi di
purificazione comunemente utilizzati (ad esempio
miRNeasy®-Qiagen, Hilden, Germania o miRVanaTM
PARISTM-Applied Biosystems / Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stati Uniti) sono
stati progettati per isolare 'RNA totale, che include
anche i miRNA e altri piccoli RNA (smallRNA). Pertanto
la qualita e la composizione dell'lRNA estratto possono
essere molto diverse e dipendenti dal metodo utilizzato,
essendo le molecole di miRNA fisicamente e
chimicamente diverse dall'RNA. La questione &
ulteriormente complicata dal fatto che i miRNA
circolanti, per sfuggire alla degradazione delle RNasi,
sono associati a proteine (ad esempio Argonaute) e alle
lipoproteine o trasportati all'interno degli esosomi. In
questo contesto, i metodi utilizzati per estrarre i miRNA
da cellule o tessuti potrebbero non essere adatti per
|'estrazione di miRNA circolanti né di miRNA esosomiali,
avendo le membrane esosomiali una diversa
composizione in lipidi delle membrane cellulari (48).

Il kit di estrazione deve dunque essere scelto sulla
base dello scopo del test o dell’obiettivo dello studio,
tuttavia kit commerciali presenti sul mercato per isolare
la stessa specie di miRNA possono mostrare
un'estrema variazione nella resa e nell'espressione
dell'lRNA. In particolare, Eldh et al. nel confrontare sette
diversi metodi per l'estrazione di RNA esosomiale,
hanno dimostrato che l'uso di fenolo (Trizol) puro o
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combinato ad una tecnica di purificazione basata sul
principio di assorbimento su colonna (miRCURY
Exosome Serum/Plasma kit- Exigon/Qiagen, Hilden
Germania) si € rivelato essere tra i metodi piu efficienti
in termini di resa e specificita (piccoli RNA anziché RNA
totali) (49). Tuttavia, sebbene il Trizol sia ampiamente
impiegato, il suo uso dovrebbe essere attentamente
valutato in questo contesto considerando i risultati che
riportano la perdita selettiva Trizol-dipendente di pre-
miRNA, piccoli RNA interferenti (siRNA) e RNA di
trasporto (t-RNA) di derivazione cellulare (28).

La resa dei metodi di estrazione & fondamentale per
la fase successiva del processo ovvero la scelta del
metodo utilizzato per le successive analisi di
espressione. Concentrazioni estremamente basse di
miRNA circolanti nei campioni di plasma e siero
potrebbero non soddisfare la quantita richiesta da
alcune piattaforme di array di ibridazione.

Sulla base di queste considerazioni, si puo
concludere che la selezione del kit commerciale per
I'estrazione di miRNA dovrebbe basarsi su diversi
fattori: il volume iniziale disponibile o che si € in grado di
prelevare, la specie di miRNA da studiare (cellulare o
circolante) e il metodo di analisi dell'espressione dei
miRNA.

L’analisi di espressione pud inoltre essere
influenzata dal metodo utilizzato per determinare la
qualita e la quantita dei miRNA estratti. Sebbene il
metodo spettrofotometrico (ad esempio Infinite 200
PRO Nanoquant, Tecan, Mannedorf, Svizzera; Thermo
scientific NanoDrop 2000/2000C, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stati Uniti) sia il piu
comunemente usato per determinare la concentrazione
e la contaminazione da proteine o fenoli, & ormai nota la
sua bassa specificita e sensibilita. In dettaglio, risulta
limitata la capacita di questo metodo di discriminare i
miRNA dagli RNA totali e altri piccoli RNA e spesso non
€ in grado di rivelare la contaminazione da fenolo
essendo I'assorbanza del fenolo (270 nm) molto vicina
a quella degli acidi nucleici (260 nm) (50). Inoltre,
poiché i miRNA extracellulari sono meno dell'1%
dell'RNA totale, la loro concentrazione & spesso al di
sotto dei limiti di rilevazione delle tecniche
spettrofotometriche. Al fine di ovviare a questo limite
metodologico, sono stati proposti negli ultimi anni nuovi
metodi.

Garcia-Elias A et al. nel confrontare sei diversi
metodi di quantificazione dei miRNA, hanno dimostrato
che entrambi gli spettrofotometri, Infinite® 200 PRO
Nanoquant (Tecan, Mannedorf, Svizzera) e NanoDrop
2000 (Thermo Fisher  Scientific, Waltham,
Massachusetts, Stati  Uniti), sovrastimano la
concentrazione dei miRNA, in quanto non discriminano
tra i miRNA e contaminanti, proteine e altre molecole di
RNA; al contrario, il fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stati Uniti)
fornisce una quantificazione piu accurata dei miRNA,
sebbene I'RNA-seq abbia confermato che solo il 58%
circa dei piccoli RNA quantificati nel plasma siano veri e
propri miRNA. Infine, i kit Agilent 2100 Bioanalyzer Pico
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Chip e Small Chip (Agilent, Santa Clara, California, Stati
Uniti) non si sono rivelati affidabili nella quantificazione,
ma hanno fornito preziose informazioni sul profilo di
RNA (51). Quest'ulimo sistema, infatti, esamina la
presenza di piccoli RNA tra 6 e 150 nucleotidi e
determina la loro qualita assegnando un numero di
integrita del'RNA (RIN) utilizzando un algoritmo basato
sulla rilevazione del'lRNA ribosomiale (52, 53). E stato
dimostrato che un RIN >6 & accettabile per profilare un
gran numero di miRNA da campioni di plasma e siero,
al contrario un RIN <6 potrebbe indicare la presenza di
miRNA degradati (54, 55). Infine, il kit Small Chip
(Agilent, Santa Clara, California, Stati Uniti) non puo
essere utilizzato per quantificare i miRNA di derivazione
esosomiale, in quanto gli RNA ribosomiali non sono
rilevabili negli esosomi.

Infine, l'ultima sfida analitica € rappresentata dalla
scelta della piattaforma da utilizzare per I'analisi
d’espressione dei miRNA. Questa dipendera dallo
scopo del test o dall’obiettivo dello studio (analisi
dell’intero miRNoma o quantificazione di specifici
miRNA come biomarcatori candidati alla diagnosi o
prognosi di malattia), e dovra tener conto delle proprieta
chimiche uniche dei miRNA.

I miRNA rappresentano, infatti, una quota molto
piccola (circa lo 0,01%) del contenuto totale di RNA,
quindi devono essere rilevati selettivamente rispetto alle
altre specie di RNA presenti nel campione (37). Inoltre, la
breve lunghezza dei miRNA maturi e la mancanza di una
sequenza comune come una coda poli (A) che pud
essere utilizzata per 'arricchimento selettivo o come sito
di legame, rappresentano una sfida perché i primer
comunemente progettati per la trascrizione inversa e la
PCR possano legarsi alla sequenza da amplificare (36,
37). Inoltre, I'elevata variabilita nel contenuto di coppie di
basi azotate di guanina e citosina (GC) si riflette in
un'ampia variabilita della temperatura di Melting,
complicando cosi la standardizzazione della fase di
“annealing” quando centinaia di miRNA vengono
analizzati in parallelo. Infine, la sequenza altamente
conservata tra membri della famiglia dei miRNA
(solitamente diversi per un singolo nucleotide) e la
presenza di "isomiR", che presentano piccole variazioni
rispetto alla sequenza del miRNA di riferimento, rendono
difficile la discriminazione di un miRNA da un altro (37).

Nonostante questi problemi, le tecniche a
disposizione per profilare i miRNA sono numerose e
comprendono: PCR quantitativa in tempo reale (RT-
gPCR), droplet digital PCR (ddPCR), tecniche basate
sull'ibridazione (come ad esempio microarrays,
NanoString) e sequenziamento di nuova generazione
(NGS). Moldovan et al. hanno pubblicato una
interessante rassegna in merito agli aspetti metodologici,
e ai vantaggi e limiti dei metodi piu comunemente
utilizzati (36).

In breve, gran parte dei metodi di profilazione dei
miRNA, e in particolare quelli basati sulla microfluidica,
sono principalmente utilizzati per I'analisi di miRNA di
derivazione cellulare e tissutale a causa dell’elevato
volume di campione necessario per ottenere un risultato
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affidabile. Tra i metodi a disposizione, la RT-gPCR &

considerata il metodo di riferimento per valutare

I'espressione genica in quanto mostra una migliore

sensibilita rispetto alle tecnologie array. Le piastre

utilizzate per la PCR, infatti, possono ospitare un volume

di RNA maggiore rispetto agli approcci precedentemente

menzionati, rappresentando cosi la tecnica piu adatta in

caso di campione contenente basse concentrazioni di

miRNA (plasma, siero e altri fluidi biologici).

Piu recentemente, la ddPCR ¢ stata proposta come
approccio promettente nella quantificazione assoluta dei
miRNA, rivelando una maggiore precisione e una
migliore riproducibilita rispetto alla RT-gPCR e ovviando
ai limiti dell’'utilizzo di un riferimento per normalizzare la
quantificazione.

Tuttavia, l'uso di RT-gPCR o ddPCR & volto alla
quantificazione di un numero limitato di miRNA. Al
contrario, le piattaforme di microarray sono in grado di
analizzare in parallelo un gran numero di miRNA,
generalmente a costi inferiori rispetto ad altri metodi di
profilazione. A causa della limitata specificita dei
microarrays nella quantificazione assoluta, questi sono
adatti per confrontare I'espressione di miRNA tra due
condizioni diverse (soggetti di riferimento versus malati) e
individuare i miRNA differenzialmente espressi. | dati
ottenuti sono poi sottoposti a validazione indipendente
con metodi piu specifici, generalmente RT-gPCR o
ddPCR (36).

Tra tutte le tecniche disponibili ad oggi sul mercato, le
piattaforme di sequenziamento Next-Generation
Sequencing (NGS) sono considerate la tecnologia piu
promettente nel campo dell’analisi di espressione di
miRNA, in quanto sono in grado non solo di rilevare
miRNA gia noti, ma anche nuovi miRNA e di distinguere
miRNA diversi per un singolo nucleotide e isomiRs.
Inoltre, rispetto alle piattaforme microarrays, INGS &
estremamente sensibile in quanto & in grado di rilevare
una copia di miRNA per cellula. Tuttavia anche I'utilizzo
dellNGS presenta alcuni svantaggi che dovrebbero
essere presi in considerazione prima di introdurre questa
tecnologia in una routine di laboratorio:

- & stato dimostrato che alcuni dei nuovi miRNA identi-
ficati mediante I'utilizzo del’lNGS non erano miRNA
ma frammenti di RNA (37, 56) pertanto anche in que-
sto caso si rende necessaria la validazione dei risul-
tati mediante un metodo indipendente;

- I'NGS non ¢ in grado di fornire una quantificazione
assoluta;

- i costi per profilare i miRNA utilizzando 'NGS sono
elevati;

- l'analisi e l'interpretazione dei dati richiedono un'infra-
struttura computazionale avanzata e supporto bioin-
formatico.

La letteratura disponibile ad oggi comunque evidenzia

che, nonostante gli studi sui miRNA siano in costante

aumento, non vi & ancora consenso in merito alle
metodiche e alle tecnologie da utilizzare per I'analisi dei
miRNA circolanti, inoltre sempre piu spesso emerge che

I'espressione di miRNA specifici valutata con diverse

piattaforme di profilazione non & comparabile.

La fase post-analitica

La fase di validazione dei risultati nel’ambito dei
miRNA é strettamente legata alla fase di normalizzazione
dei risultati. La normalizzazione & indispensabile per
correggere eventuali distorsioni tecnico-sperimentali
mantenendo invariate le differenze di espressione dei
miRNA tra i gruppi studiati (tipicamente soggetti di
riferimento versus malati). Un normalizzatore, € una
molecola presente nei campioni analizzati insieme alle
molecole studiate, il cui livello di espressione rimane
costante in tutti i campioni analizzati e non ¢é influenzato
dal trattamento sperimentale di cui si vogliono studiare gli
effetti. | livelli di espressione delle molecole di interesse
sono dunque quantificati in relazione ai livelli di
espressione del normalizzatore.

Alla luce di quanto sopra dunque, il normalizzatore
ideale dovrebbe essere espresso costantemente e
senza differenze tra i gruppi oggetto dello studio, tuttavia
un normalizzatore con queste caratteristiche non &
ancora stato individuato. Diversi sono i normalizzatori
descritti in letteratura, sui quali perd non esiste ancora
consenso (57, 58). | piu comunemente utilizzati sono
'U6 e il miR-16, tuttavia piu autori ne hanno dimostrato
linadeguatezza (59-62). Diversi studi hanno invece
dimostrato che in assenza di un normalizzatore
universale, € possibile utilizzare dei normalizzatori
patologia specifica, per esempio miR-16 e miR-93 per il
cancro dello stomaco (63), SNORD43 per carcinomi
delle vie urinarie (64), miR-191-5p e RNUG6 per il cancro
del colon retto (65), o RNU91 per il cancro del pancreas
(66).

Infine, & necessario ricordare che in questo ambito di
fondamentale importanza per garantire I'accuratezza del
risultato & la professionalita del personale. Oltre alle
competenze in materia di biologia molecolare clinica
sono necessarie competenze in biostatistica per I'analisi
delle differenze dei profili di espressione nei diversi
gruppi. Avanzati supporti bioinformatici sono inoltre
necessari per molte delle tecniche analitiche menzionate.

Le variabili pre-analitiche, analitiche e post-analitiche
che possono inficiare la rilevazione, la quantificazione e i
livelli di espressione dei microRNA riportate nei paragrafi
precedenti sono riassunte in Tabella 1.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Sebbene i miRNA costituiscano una classe di
biomarcatori promettenti per la diagnosi e la prognosi del
cancro del pancreas come per molte altre patologie, ad
oggi non esistono ancora linee guida né consensi sui
protocolli e le metodiche da adottare per I'impiego di
questi nella routine diagnostica. | dati di letteratura, non
solo, non sono spesso confrontabili, ma in molti casi sono
addirittura tra loro discordanti. La sfida dei professionisti
che lavorano in questo ambito & la condivisione delle
problematiche, [I'ottimizzazione dei protocolli in
collaborazione con le aziende produttrici e la successiva
armonizzazione.
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Tabella 1

Variabili pre-analitiche, analitiche e post-analitiche che possono inficiare la rilevazione, la quantificazione ed i livelli di espressione

dei microRNA.

Fase del processo Variabile

Effetto sui miRNA

Raccomandazione

Fase pre-analitica

Caratteristiche e stato del
paziente (eta, sesso, indice di
massa corporea, dieta, stato di
digiuno, malattia, esercizio fisico,
fumo e farmaci)

Riduzione della concentrazione dovuta
all’assunzione di eparina in caso di
pazienti affetti da patologie
cardiovascolari o interventi chirurgici.
Modificazioni della concentrazione in
campioni lipemici, dovute all'interferenza
con metodi spettrofotometrici di lettura
della concentrazione.

Standardizzazione della
popolazione valutata

Matrice (siero o plasma)

Modificazioni del repertorio e
concentrazioni piu elevate nei campioni
di siero legate al’RNA cellulare rilasciato
in fase di coagulazione spontanea.

Campione di plasma

Anticoagulante

Ridotte concentrazioni in caso di utilizzo
di litio-eparina e sodio-citrato dovute
all'interferenza su trascrittasi inversa ed
enzimi ad attivita polimerasica.

EDTA

Prelievo del campione

(tempo di applicazione del
laccio emostatico, postura
durante il prelievo, ago, volume
del campione)

Modificazioni della concentrazione, se
valutata con metodi spettrofotometrici, in
caso di campione emolizzato, coagulato.
Modificazioni del repertorio, se il volume
plasmatico & elevato a causa di inibitori
della polimerasi (emoglobina, lattoferrina).

Prelievo eseguito secondo
linee guida

Trasporto e conservazione

Modificazioni del repertorio, legate alla
degradazione cellulare in caso di
campioni di siero conservati a
temperatura ambiente.

Conservazione a -80°C

Protocollo di centrifugazione
(numero di rotazioni, velocita e
temperatura della rotazione)

Modificazioni del repertorio in caso di
presenza di componenti e detriti cellulari.

Due centrifugazioni seriali,
eventuale filtrazione per la
rimozione di detriti

Fase analitica

Kit d’estrazione dei miRNA

Bassa resa o specie di miRNA
selezionata (circolanti o cellulari) non
adeguata per lo studio, legata alle
differenti caratteristiche dei miRNA quindi
dei kit di estrazione e del metodo di
analisi dell’espressione.

Scelta del kit in relazione
all'obiettivo dell’'esame

Determinazione di qualita e
quantita dei miRNA estratti

Concentrazioni non rilevabili con metodi
spettrofotometrici.

Selezione di metodi di recente
introduzione sul mercato

Metodi di analisi dell’espressione

Elevato numero di miRNA valutabili con
piattaforme di microarrays ma bassa
specificita nella quantificazione assoluta.
Basso numero di miRNA da studiare con
tecniche di RT-PCR o dd-PCR ma elevata
specificita.

Scelta del metodo in relazione
all'obiettivo del test

Fase post-analitica Normalizzazione dei risultati

Assenza di un normalizzatore universale.
Inadeguatezza di normalizzatori utilizzati
in letteratura.

Scelta del normalizzatore in
relazione all'obiettivo dello
studio.

Scelta di metodiche che non
richiedono I'impiego di
normalizzatori

miRNA: microRNA; EDTA: acido etilendiamminotetraacetico; RT-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction; dd-PCR: digital droplets
Polymerase Chain Reaction
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