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INTRODUZIONE  

 

Dati epidemiologi sul cancro del colon-retto 

 

Il cancro del colon-retto rappresenta uno dei tumori più frequenti (Marley 2016). 

Nel 2012, secondo i dati di GLOBOCAN, ci sono stati nel mondo 1360602 nuovi 

casi di cancro colorettale, come mostrato nelle Tabelle 1 e 2 (Ferlay 2013). Il 

cancro del colon-retto rappresenta dunque il terzo tumore più frequente a livello 

mondiale, e il 9.7% di tutti i tumori (esclusi i tumori cutanei non-melanomi). In 

Europa, è il secondo tumore più frequente, con 447136 nuovi casi ogni anno, e 

rappresenta il 13% dei tumori (esclusi i tumori cutanei non-melanomi). Nel 2012, 

sono stati calcolati 693933 decessi per tumore del colon-retto nel mondo. Il 

cancro del colon-retto rappresenta la quarta causa di morte per tumore 

rappresentando l’8.5% di decessi legati a patologia tumorale. In Europa, il tumore 

del colon-retto è stato la seconda causa di morte tra i tumori con 214866 decessi 

(12.2% dei decessi per neoplasie). La prevalenza di pazienti con cancro colo-

rettale a 5 anni (numero di pazienti vivi 5 anni dopo la diagnosi) è stata stimata a 

3543582 in tutto il mondo e 1203943 in Europa (Ferlay 2013). 

La ricerca scientifica si è focalizzata negli ultimi anni sull’identificazione di 

fattori molecolari e di terapie mirate per il cancro colo-rettale. La maggiore 

comprensione dei diversi profili genetici ha consentito lo sviluppo e 

l’utilizzazione clinica di nuovi farmaci, che agiscono su bersagli specifici, in 

combinazione con la terapia citotossica tradizionale (Loree 2017). Gli agenti 
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biologici utilizzati attualmente hanno come bersaglio fattori angiogenetici 

(bevacizumab, aflibercept, ramucirumab, and regorafenib) e l’epidermal growth 

factor receptor (EGFR) (cetuximab and panitumumab) (Obuch 2016). Lo studio di 

ulteriori pathway oncogenetici e lo sviluppo di farmaci mirati rappresenta uno dei 

campi di ricerca più promettenti, nell’obiettivo di elaborare terapie sempre più 

efficaci e costruite su misura sul profilo genetico del tumore da trattare (Augestad 

2017). 

 

Tabella 1. Epidemiologia del cancro colo-rettale nel mondo, dati di GLOBOCAN 

2012 
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Tabella 2. Epidemiologia del cancro colo-rettale in Europa, dati di GLOBOCAN 

2012 

 

 

Il pathway di Hedgehog 

 

Il pathway di Hedgehog (Hh) è stato oggetto di numerosi studi in seguito alla sua 

scoperta nell’organismo modello Drosophila Melanogaster (Li 2014, Taipale 

2001, Ingham 2001, Papadopoulos 2016, Seow 2016). Molte ricerche hanno 

dimostrato il suo ruolo nello sviluppo dell’embrione umano e nella regolazione 

dello sviluppo dei vari organi e tessuti, tra cui l’apparato gastrointestinale, di cui il 

pathway di Hh regola la crescita e il differenziamento (Mehlen 2014, 
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Konstantinou 2016). Nell’adulto il pathway di Hh partecipa al rinnovo continuo 

delle cellule intestinali epiteliali. Tale osservazione ha portato a formulare 

l’ipotesi che una disregolazione di questo pathway possa provocare un’iperplasia 

patologica delle cellule epiteliali e contribuire allo sviluppo e alla progressione dei 

tumori gastrointestinali (Taipale 2001, Haveri 2008).  

I tre omologhi di Hh che partecipano al differenziamento e allo sviluppo tissutale 

nei vertebrati sono Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) e Desert 

Hedgehog (Dhh) (Katoh 2005). Nel tratto gastrointestinale, Shh e Ihh sono 

espressi mentre Dhh è espresso nel sistema nervoso e nei testicoli (Lin 2014, 

Parfitt 2007). Nei mammiferi, la prima tappa della via di segnalazione di 

Hedgehog consiste nella produzione e nella secrezione dei ligandi di Hh. 

Successivamente i ligandi di Hh si legano al recettore transmembrana Patched 1 

(Ptch1), che causa l’attivazione della proteina transmembrana Smo (Smoothened), 

accoppiata a una proteina G, membro di un recettore transmembrana correlato alla 

famiglia di recettori Frizzled (Figura 1 e 2) (Watt 2004). In assenza di Hh, Ptch 

inibisce Smo. Il rilascio di Smo attiva i fattori di trascrizione della famiglia Gli 

(Gli1, Gli2, Gli3) (van der Brink 2006). In presenza del ligando di Hh, l’attività di 

inattivazione di Smo esercitata da Ptch è assente, per cui Smo è libero di 

trasmettere il segnale a livello intracellulare (Ruiz 2011). Smo trasmette il segnale 

mediante i tre fattori di trascrizione Zinc finger Gli (Agyeman 2014). Le proteine 

Gli sono le ultime molecole del pathway e i bersagli finali di Hh. Nei vertebrati, ci 

sono tre membri della famiglia Gli: Gli1, Gli2, Gli3. Gli 1 agisce come attivatore 

trascrizionale ed è coinvolto in un feedback positivo. Gli2 e Gli3 hanno funzioni 
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opposte: Gli2 agisce come attivatore trascrizionale, mentre Gli3 come inibitore 

della trascrizione (Lees 2006). Smo è in grado di attivare due differenti cascate di 

segnale intracellulare: un pathway non canonico, indipendente dal ligando che 

modula il citoscheletro regolando le GTPasi Rac1 e Rho e un pathway canonico, 

ligando-dipendente attraverso l’attivazione di Gli2. Il pathway canonico regolato 

da Smo comporta l’attivazione intracellulare di Gli2 attraverso una proteolisi 

limitata. Gli2 nel citoplasma si lega a un complesso inattivante composto da 

Fused kinase (Fu), suppressor of fused (SuFu) e Costal2. L’attivazione di Smo 

libera Gli2 dal complesso soppressore e lo trasferisce nel nucleo, dove si lega ai 

promotori dei geni indotti dalla via di segnalazione di Hh. Il segnale di Hh 

mediato da Gli2 richiede la partecipazione del recettore Ptch, della Hedgehog-

interacting protein (Hhip) e del fattore di trascrizione Gli1 (Chowdhury 2013). In 

assenza del legando di Ptch, Smo è inattivo, e dunque inibisce la trascrizione di 

Gli1 e il rilascio di Gli2, e Gli3 è clivato per generare delle isoforme inattivanti. 

Quando Smo è attivato da Ptch, Gli2 è rilasciato dal complesso citoplasmatico, la 

funzione di repressore di Gli3 è inibita e Gli1 è trascrizionalmente inattivo (Ciucci 

2013). 
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Figura 1 e 2. Rappresentazioni schematiche del pathway di Hedgehog nell’uomo 
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Pathway di Hedgehog e tumorigenesi  

 

Il pathway di Hh è stato studiato in relazione alla patogenesi di vari tumori, ma il 

suo ruolo nel cancro colo-rettale rimane controverso (Douard 2006, Katoh 2006, 

Bian 2007). Ci sono due meccanismi possibili di attivazione di Hh: un 

meccanismo dipendente dal ligando e un meccanismo indipendente dal ligando, 

che comporta una mutazione inattivante di Ptch1 o una mutazione attivante del 

proto-oncogene Smo. Il pathway di Hh rappresenta una via di segnalazione che 

può essere responsabile della carcinogenesi e per tale motivo un potenziale 

bersaglio terapeutico.  

L’attivazione inappropriata del pathway di Hh è stata riscontrata in vari tumori, 

incluso il basalioma, il medulloblastoma, il cancro del pancreas, il tumore del 

polmone, il cancro della mammella e dello stomaco (Chung 2014). La regolazione 

aberrante di tale pathway può avvenire in seguito a mutazione degli effettori o per 

espressione aberrante di Hh in tutte le neoplasie citate. Le cellule di cancro colo-

rettale, che esprimono frequentemente i ligandi di Hh, potrebbero inoltre agire con 

azione paracrina sulla componente stromale del tumore. Vari autori hanno 

riportato osservazioni differenti. Alcuni studi hanno dimostrato l’assenza di 

correlazione tra un’abnorme attivazione di Hh e le cellule di cancro colo-rettale, 

tra cui il lavoro di Chatel e colleghi su 7 linee cellulari di cancro colo-rettale 

(Guleng 2006, Chatel 2007). Alinger et al. hanno affermato che il signaling di Hh 

è coinvolto nel differenziamento e nella rigenerazione dell’epitelio del colon ma 

non nella formazione, crescita o proliferazione tumorale (Alinger 2009). Il 
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problema di tali studi è il ridotto volume dei campioni esaminati. 

Complessivamente gli studi condotti sul cancro colo-rettale e il pathway di Hh si 

sono soffermati sui seguenti aspetti dando origine alle seguenti ipotesi: 1) tipi 

differenti di cellule di tumore colo-rettale hanno diverse espressioni delle 

componenti del pathway di Hh; 2) il pathway di Hh può avere un ruolo nella 

transizione epitelio-mesenchima, nella formazione delle metastasi, 

nell’angiogenesi delle cellule di carcinoma colo-rettale; 3) il ruolo del pathway di 

Hh varia durante la sequenza adenoma-carcinoma nello sviluppo di cancro colo-

rettale; 4) Shh avrebbe un ruolo oncogenetico mentre Ihh inibirebbe la 

tumorigenesi colo-rettale; 5) tra i componenti del pathway di Hh, Smo avrebbe il 

ruolo più importante nella regolazione della trasformazione delle cellule tumorali 

colo-rettali (Wang 2014).  

Sebbene non tutti gli studi giungano alle medesime conclusioni, la maggior parte 

degli autori concorda nel riscontrare un ruolo del pathway di Hh nella 

tumorigenesi colo-rettale. Hh regola il differenziamento degli enterociti del colon, 

e l’mRNA di Hh e le proteine di tale pathway sono altamente espresse nelle linee 

di cellule di cancro colo-rettale (van der Brink 2004, Shi 2010, Taniguchi 2007). 

L’attivazione del pathway Hh-Gli è inoltre riscontrata nelle cellule epiteliali 

tumorali della maggior parte delle linee colo-rettali. La maggior parte degli studi 

afferma che un’elevata attività Hh-Smo-Gli viene acquisita e favorisce la 

sopravvivenza delle cellule tumorali colo-rettali e la metastatizzazione e che la via 

di segnalazione di Hh è attivata in maniera canonica attraverso Smo e non 

canonica attraverso RAS/RAF nel cancro colico (You 2010, Cai 2015, Mazumdar 
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2011). La regolazione trascrizionale in risposta alla segnalazione di Hh è mediata 

dai geni Gli, che si trovano a valle di Smo, e che sono attivati anche da altri 

pathways oncogenici.  

L’attivazione del pathway di Hh non è uniforme nei differenti tipi di cellule di 

cancro colo-rettale, per cui si ipotizza che la funzione del pathway di Hh possa 

variare in funzione dei differenti tipi di cancro colo-rettale presi in esame 

(Agyeman 2012).  

 

Via di segnalazione di Hh nel tessuto colico normale 

 

L’effetto della via di segnalazione di Hh nello sviluppo intestinale è stato ben 

stabilito. In un lavoro su modello murino, Ramalho-Santos e colleghi avevano 

dimostrato che il pathway di Hh è essenziale per l’organogenesi dell’apparato 

gastrointestinale dei mammiferi (Ramalho-Santos, 2000), ipotizzando che 

mutazioni in uno o più componenti del pathway potessero provocare 

malformazioni intestinali. Studi successivi hanno stabilito il ruolo di Hh come 

segnale morfogenetico durante l’embriogenesi (Madison, 2005) e come elemento 

essenziale per mantenere l’omeostasi del tratto gastrointestinale nei topi adulti e 

negli umani (van den Brink, 2001). L’espressione del ligando Shh nelle cripte 

coliche umane è stata mostrata da van den Brink (van den Brink, 2002), e studi 

ulteriori hanno osservato una più o meno forte espressione di Shh sulla superficie 

delle cellule coliche o nelle cripte (Alinger 2009; Oniscu 2004, Wang 2013). 

L’overespressione di Ihh è stata osservata lungo la superficie dell’epitelio colico 
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normale e secondo alcuni autori è responsabile del differenziamento delle cellule 

staminali (van den Brink 2004; Fu 2014, Kosinski 2010). Shh è stato riscontrato 

nelle cripte e nelle cellule ganglionari, Ptch1 nelle cellule neuroendocrine e Smo 

nell’epitelio dei villi.  

 

Via di segnalazione di Hh nei polipi, adenomi, e condizioni non maligne 

 

Numerosi lavori hanno dimostrato come le disfunzioni del pathway di Hh durante 

lo sviluppo portino a malformazioni gastrointestinali, come difetti nello sviluppo 

gastrico, alterazioni nel differenziamento e nella proliferazione cellulare, 

differenziamento alterato degli enterociti e dislocazione dei fibroblasti intestinali 

(Ramalho-Santos 2000, Madison 2005, Kolterud 2009). Van den Brink e colleghi 

hanno riportato una forte correlazione tra Shh e il differenziamento delle 

ghiandole fundiche nel tratto gastroenterico umano (van den Brink, 2002) e un 

aumentato livello di Shh in caso di metaplasia fundica o eterotopia. Uno studio 

successivo (van den Brink, 2004) ha mostrato la presenza di Ihh in polipi di 

individui con poliposi familiare adenomatosa, suggerendo che ci fosse una 

relazione tra il pathway di Hh e il differenziamento dell’epitelio colico. Varnat e 

colleghi (Varnat 2010) attraverso modelli knockout hanno in seguito confermato il 

ruolo del pathway di Hh tramite il mediatore Smo. In seguito Oniscu et al. hanno 

descritto l’induzione dell’espressione di Shh, Ptch1, e Smo alla base delle cripte 

dei polipi iperplastici (Oniscu, 2004). Inoltre, negli adenomi tubulo-villosi il 

livello di espressione dei membri del pathway di Hh era aumentato se comparato 
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al tessuto normale, dato concorde con il ruolo di Shh nella proliferazione 

cellulare. Anche Alinger e Yoshikawa hanno mostrato un aumento 

dell’espressione del pathway di Hh negli adenomi colici, con una differenza 

significativa rispetto al tessuto normale. Al contrario, una diminuzione di Ihh è 

stata riscontrata nella sequenza di trasformazione da tessuto normale a polipo 

iperplastico ad adenoma (Fu, 2010).  

Altri autori hanno studiato le differenti espressioni di Hh nei polipi sessili o negli 

adenomi serrati. Parfitt et al. hanno trovato un aumento dell’espressione di Shh 

negli adenomi serrati e una overspressione di Ptch1 negli adenomi sessili. Al 

contrario Morimoto et al. hanno riportato l’espressione di Ptch1 nella metà degli 

adenomi serrati e in tutti gli adenomi ma non nei polipi sessili e ipertrofici 

(Morimoto 2014). Wang e colleghi hanno infine riportato una differente 

espressione dei membri del pathway di Hh tra la melanosi del colon e il tessuto 

colico normale (Wang 2013).  

 

Hh e carcinoma colo-rettale 

 

Gli studi che hanno analizzato l’espressione delle proteine del pathway di Hh nel 

carcinoma colo-rettale hanno dato risultati variabili. L’espressione di Shh varia tra 

il 19% e il 60% nei vari lavori pubblicati, quella di Gli1 tra il 30% e il 78%, quella 

di Ptch1 tra il 44% e il 71% e quella di Smo tra il 50% e il 71%. Nella maggior 

parte degli studi, l’espressione delle proteine del pathway di Hh è maggiore nel 

tessuto tumorale rispetto al tessuto sano (Varnat 2009, Oniscu 2004, Wang 2013, 
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Bian 2007, Xu 2012, Ding 2012, Wang 2012, Iwasaki 2013), ad eccezione del 

lavoro di Alinger. La proteina Ihh è persa nei tumori colo-rettali e negli adenomi 

ed espressa nei casi di polipi ipertrofici e nel tessuto normale (Fu 2014). A livello 

dell’RNA i risultati sono simili con maggiore espressione di Hh rispetto al tessuto 

normale. (Douard 2006, Wang 2013,Bian 2007, Monzo 2006, Taniguchi 2007). 

Wang e colleghi (Wang 2013) hanno mostrato che Shh e Gli1 sono espressi 

fortemente e uniformemente nel tessuto del tumore colo-rettale, mentre Ptch1 è 

espresso in modo non omogeneo e Sufu debolmente. Il profilo di espressione di 

Ptch1 è riscontrato nell’adenocarcinoma convenzionale mentre nel tipo serrato 

Ptch1 è represso a livello proteico e di mRNA. In uno studio di Stefanius 

sull’espressione di Ptch1 non sono stati riscontrati polimorfismi o mutazioni del 

gene (Stefanius 2011). Ptch1 e Smo sono espressi maggiormente nei campioni 

tumorali piuttosto che in polipi iperplastici e adenomi (Yoshikawa 2009). Risultati 

simili sono stati osservati per Shh e Gli1 a livello proteico, mentre gli mRNA 

sono ugualmente espressi tra carcinomi, polipi iperplastici, adenomi (Fu 2010). 

Nello studio di Fu, per quello che riguarda Ihh, i livelli di mRNA sono più bassi 

nei campioni tumorali comparati a polipi iperplastici e adenomi, mentre il livello 

proteico è significativamente più basso o assente negli adenomi e nei carcinomi 

ma non nei polipi iperplastici. La metilazione del promotore del gene Ihh è stata 

proposta come possibile meccanismo per spiegare tali livelli di espressione (Fu 

2010). E’ stato osservato un livello proteico di Shh, Ptch1, Gli1 simile tra cancro 

del colon e melanosi mentre è stato visto che Sufu è debolmente espresso in 

entrambi i gruppi.  
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Hedgeghog, transizione epitelio-mesenchima, HOTAIR 

 

La transizione epitelio-mesenchima (EMT) è un fenomeno di 

transdifferenziazione che può avvenire nelle cellule epiteliali in seguito a 

determinati segnali e può portare a un cambiamento profondo del profilo di 

espressione. Le cellule che vanno incontro a EMT perdono progressivamente i 

marcatori epiteliali (tra cui l’E-caderina), acquisiscono marcatori mesenchimali, 

capacità migratoria, e riarrangiano il citoscheletro. Tale condizione è una 

condizione plastica; in siti secondari le stesse cellule possono andare incontro a 

una transizione inversa mesenchima-epitelio (MET). La EMT ha un ruolo in 

processi di sviluppo, fisiologici (organogenesi, rigenerazione, fibrosi), e patologici 

(crescita tumorale, metastatizzazione). Tra i fattori chiave della EMT, Snail ha il 

ruolo principale. Fattori trascrizionali, repressori e fattori epigenetici regolano il 

complesso equilibrio EMT-MET. E’ noto che la maggior parte del DNA del 

genoma umano è trascritto in RNA che non produce alcuna proteina, chiamato 

non-coding RNA (Hajjari 2015). I long non-coding RNA (lncRNA) sono dei 

trascritti di una lunghezza superiore ai 200 nucleotidi, e hanno un ruolo nella 

regolazione trascrizionale e post-trascrizionale. Secondo alcuni autori, i lncRNA 

sono regolatori chiave dell’espressione genica (Flynn 2014, Eades 2014). Essi 

reclutano proteine in grado di modificare la cromatina (come PRC2) in specifici 

siti del genoma e influenzano l’espressione genica regolando lo stato della 

cromatina (Mercer 2013). Per tali motivi, lo studio sui lncRNA si è intensificato, 

in particolare è stata analizzata l’espressione di alcuni lncRNA in relazione a 
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diversi tumori. L’induzione di alcuni lncRNA con funzioni proto-oncogeniche è 

stata associata alla proliferazione tumorale e allo sviluppo di metastasi (Du 2013, 

Martens-Uzunova 2014, Qiu 2013, Walsh 2014). Il long non-coding RNA 

HOTAIR viene trascritto dal filamento antisenso del gene HoxC che è situato sul 

cromosoma 12q13.13. HOTAIR interagisce con Polycomb Repressive Complex 2 

(PCR2) ed è necessario per instaurare la metilazione a livello di regioni regolative 

di differenti geni presenti su cromosomi diversi. PRC2 è un’istone metil-

transferasi che promuove il silenziamento genico mediante meccanismi 

epigenetici durante vari processi incluso lo sviluppo tumorale (Davidovich 2013).  

Il long non-coding RNA HOTAIR è stato osservato legato a PRC2, e 

l’espressione in vivo di HOTAIR è stata correlata alla presenza di metastasi, 

legandosi a EZH2 e agendo su target genomici (Battistelli 2017). Battistelli et al. 

hanno mostrato negli epatociti che Snail dirige l’attività di EZH2 verso geni 

specifici attraverso il reclutamento del long non-coding RNA HOTAIR. HOTAIR 

sembra dunque avere un importante ruolo nella EMT, perché parte del complesso 

funzionale SNAIL/HOTAIR/EZH2. La comprensione del ruolo di HOTAIR 

potrebbe aprire nuovi spiragli nella comprensione dei processi di EMT e 

metastatizzazione, dando luogo alla scoperta di nuovi bersagli terapeutici.  
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SCOPO DELLO STUDIO  

 

Lo scopo dello studio è quello di analizzare se l’inibizione farmacologica del 

pathway di Hh e in particolare di SMO con il farmaco vismodegib, possa avere un 

impatto sulla plasticità epiteliale, sulla EMT, e sulla invasività di differenti linee 

di carcinoma colo-rettale, e di esplorare i meccanismi coinvolti. Uno specifico 

inibitore di SMO (Hh-Antag), uno specifico anticorpo monoclonale diretto verso 

Shh e il silenziamento genico di SMO sono stati utilizzati per valutare l’impatto 

sulla proliferazione, sulla transizione epitelio-mesenchima, sulla migrazione e 

invasività, di linee cellulari di carcinoma colo-rettale.  
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MATERIALI E METODI 

 

COLTURE CELLULARI 

In questo lavoro sono state utilizzate cellule primarie di carcinoma colo-rettale 

umano primarie (HCT 116 e SW 480) e metastatiche (SW 620). Il terreno di 

coltura utilizzato è stato il DMEM. Sono inoltre state utilizzate cellule MeT5A, 

linea cellulare mesoteliale non tumorigenica, coltivate in M199 supplementato 

con FBS 10%.  

Le cellule seminate in piastre per colture, sono state mantenute in incubatore ad 

una umidità e temperatura costanti di 37°C, con il 5% di CO2.  

Le cellule sono state diluite ogni 2-3 giorni, staccandole dalla piastra con una 

soluzione di tripsina (0.5 mg/ml)/ EDTA (0.22 mg/ml) e seminate nuovamente 

alla densità 1:2. I lavaggi delle cellule (2 lavaggi) per rimuovere il mezzo di 

coltura ed eventuali cellule morte prima di procedere alla digestione con 

tripsina/EDTA sono stati effettuati con il tampone isotonico PBS (contenente sali 

e fosfati).  

Le cellule sono state trattate con Hh-Antag (GDC-0449), un inibitore 

farmacologico di Hedgehog/Smoothened, donato da Genentech (South San 

Francisco, CA. 

 

ESTRAZIONE DELL’RNA 

L’estrazione dell’RNA totale dalle cellule è stata realizzata utilizzando il kit di 

estrazione ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System (Promega).  

Sono stati effettuati 2 lavaggi delle cellule con PBS a cui è seguita la lisi in piastra 
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aggiungendo 0.25 ml della soluzione di lisi cellulare contenente guanidina 

tiocianato. 

Al lisato sono stati aggiunti 85 µl di isopropanolo 100%, la soluzione è stata 

omogenizzata al vortex e caricata su una colonna con affinità per l’RNA. 

Dopo aver effettuato una centrifugazione a 13000 RPM per 30 secondi la colonna 

è stata lavata con una soluzione salina. 

In seguito l’RNA legato alla membrana della colonna è stato trattato con la 

DNAsi in un volume di reazione di 30 µl incubando a temperatura ambiente per 

15 minuti. 

La colonna è stata quindi lavata con due soluzioni saline e l’RNA è stato eluito in 

acqua sterile priva di RNasi. 

 

RT-PCR 

1µg di RNA per ogni campione da analizzare è stato quantificato allo 

spettrofotometro Nanodrop 2000c e i rapporti 260/230 (per valutare la presenza di 

solventi organici) e 260/280 (per valutare la presenza di amminoacidi) sono stati 

rilevati. 

La reazione di sintesi del cDNA è stata condotta utilizzando il kit di 

retrotrascrizione iScript™ cDNA Synthesis Kit (Biorad) in 20 µl totali costituiti 

da: 4ul di buffer di reazione contenente sali, oligonucleotide dT e esameri random, 

1ul di enzima di retrotrascrizione e 1 µg di campione di RNA da retrotrascrivere. 

La reazione di trascrizione inversa è stata fatta a 25°C per 5 minuti, seguiti da 30 

minuti a 42°C e 5 minuti a 85°C. Il cDNA sintetizzato è stato utilizzato per la 
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reazione di PCR quantitativa (Real time PCR). 

Il cDNA ottenuto nella reazione di retrotrascrizione è stato diluito 1:6 e 2 µl di 

cDNA diluito è stato aggiunto ad una miscela contenente 2.92 µl di H2O priva di 

RNasi, 5 µl di Master Mix contenente SYBR Green (Promega) e 0.04 µl di 

ciascuno dei due oligonucleotidi (Foreward + Reverse) alla concentrazione 200 

µM.  

Gli oligonucleotidi utilizzati sono stati i seguenti: 

 

L’espressione relativa dei geni è stata ottenuta con il metodo del 2^-ΔCt rispetto al 

gene normalizzatore L32. La reazione è stata condotta in un termociclatore da 

real-time CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Biorad). 
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ANTICORPI 

Gli anticorpi contro la E-Caderina utilizzati sono stati prodotti da Becton-

Dickinson Laboratories, Mountain View, CA. Gli anticorpi monoclonali contro 

Snail1 sono stati prodotti da Cell Signalling (Danvers MA). Gli anticorpi 

monoclonali contro la tubulina e la pancitocheratina sono stati prodotti da Sigma 

(St Louis, MO). Gli anticorpi monoclonali contro SMO (N-19) sono stati prodotti 

da Santa Cruz biotechnology (Dallas, USA). Hh-Antag (GDC-0449), l’inibitore di 

Hedgehog/Smoothened è stato fornito da Genentech (South San Francisco, CA). 

5E1, uno specifico anticorpo monoclonale verso Shh, è stato prodotto da 

Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa City, Iowa, US) (Ericson 1996).  

 

SMO knockdown mediato da siRNA 

200 x 103 cellule sono state disposte su piastre 24h prima della trasfezione. Le 

cellule sono state trasfettate con 40 pmol ON-TARGET e SMARTpool contro 

SMO umano o con la stessa quantità di ON-TARGET Non-targeting Pool e 2 µl 

di Lipofectamine® RNAiMAX Reagent prodotto da Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA USA ) in 200 µl di Optimem prodotto da Gibco (Waltham, MA 

USA ). 48 h dopo la trasfezione, l’efficienza del silenziamento è stata determinata 

tramite RT-PCR e western blot.  

 

ESTRAZIONE DELLE PROTEINE E WESTERN BLOT 

Le cellule sono state lisate con la soluzione Laemmli (concentrazione finale: Tris 

60µM pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerolo, 5% 2-β mercaptoetanolo) contenente gli 
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inibitori delle proteasi (aprotinina, leupeptina, PMSF) e delle fosfatasi 

(ortovanadato di sodio). Il lisato cellulare è stato tenuto a 95°C per 5 minuti. 30 µl 

di proteine totali sono stati sottoposti a corsa elettroforetica su un gel di 

poliacrilammide al 12% in condizioni denaturanti (0.1% SDS). Il trasferimento su 

filtro di nitrocellulosa (Biorad) consente di preservare le posizioni di migrazione 

delle proteine sul gel di acrilammide. È stato utilizzato il metodo del trasferimento 

delle proteine dal gel alla membrana in immersione con lo specifico tampone (Tris 

48 µM, glicina 39 µM, metanolo 20%, SDS 0.037%), a voltaggio costante (100 

Volts) per 90 minuti. Al termine del trasferimento il filtro è stato posto per 1 ora a 

temperatura ambiente nella soluzione di blocco costituita da latte alla 

concentrazione di 5% in TBST (Tris-HCl 25 µM pH 8, 125 µM NaCl, 0.05% 

Tween 20). A questo punto il filtro è stato incubato con gli specifici anticorpi 

primari per 16 ore a 4°C nella stessa soluzione usata per il bloccaggio. In seguito 

a lavaggi in TBST per rimuovere l’anticorpo primario non legato, è stato incubato 

il filtro con l’anticorpo secondario specie-specifico e i segnali relativi alla 

presenza delle proteine sono stati visualizzati mediante audioradiografia in seguito 

ad incubazione del filtro con ECL (Cyanagen). 

 

SCRATCH ASSAY 

Le cellule sono state trattate con DMSO o 1 µM Hh-Antag per 24 h nel mezzo di 

coltura fino a raggiungere il 100% della confluenza. Uno scratch wound è stato 

effettuato sulla piastra utilizzando una micropipetta. Le cellule sono state 

mantenute in coltura con 0.5% FBS per inibire la proliferazione cellulare. Sono 
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state quindi effettuate delle microfotografie al tempo 0 e al tempo 24 h dopo lo 

scratch. Le aree prive di cellule al tempo 0 e al tempo 24 sono state quantificate 

attraverso il software ImageJ (NIH, Bethesda, USA). Sono stati effettuati tre 

esperimenti indipendenti per ogni linea cellulare. 

 

IMMUNOFLUORESCENZA  

I test di invasione tridimensionali sono stati effettuati come descritto da Strippoli 

et al. (Strippoli 2015). Le cellule HCT 116 (1.5 x 105) sono state trattate con 1 µM 

Hh-Antag o con il diluente in cui è stato risospeso il farmaco (usato come 

controllo) per 12 h e poi poste in piastre Ibidi da 15 pozzetti per angiogenesi e 

lasciate aderire per 3 h. Sopra le cellule è stato disposto 40% Matrigel (40 µl) in 

mezzo privo di siero. Dopo 1 h, 50 µl di mezzo di coltura contenente siero al 20% 

(e Hh-Antag o diluente) sono stati aggiunti e le cellule sono state incubate per 72 

h. Le cellule sono state fissate con paraformaldeide (PFA) al 4%, permeabilizzate 

con 0.25% Triton in PBS e marcate per 12 h con rhodamine‐phalloidin (per 

marcare la actina F) e Hoechst (per marcare i nuclei) in PBS. Le immagini sono 

state acquisite con un microscopio confocale Olympus FVIEW 1200. Le 

immagini a maggiore proiezione consistono in 30 immagini individuali con una 

distanza z di 120 µm. Il software di analisi per immagini Imaris (Bitplane 

Scientific Software) è stato utilizzato per creare una visione 3D celle cellule e per 

quantificare le cellule invasive. Sono stati effettuati tre esperimenti indipendenti.  
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LONG NON-CODING RNA  

La valutazione dei livelli di espressione del long non-coding RNA HOTAIR è 

stato misurato nelle linee cellulari HCT 116, SW 480, SW 620 di controllo ed in 

quelle trattate con 1 µM Hh-Antag con lo stesso protocollo utilizzato per la 

valutazione degli mRNA. 

 

ANALISI STATISTICA 

 

La significativita statistica è stata determinata con un t-test utilizzando GraphPad 

Prism versione 5.0 (La Jolla, CA, USA). Le differenze sono state considerate 

statisticamente significative in caso di P < 0.05. 

 

 

Parte dei dati presentati in questa tesi è stata presentata nell’articolo in corso di 

pubblicazione “Selective SMO Inhibition Modulates Cellular Energetic 

Metabolism and Invasiveness in Colorectal Cancer”, di cui sono autori i dottori 

Paolo Magistri MD*, Cecilia Battistelli PhD*, Raffaele Strippoli MD PhD*, 

Mariacristina Valerio PhD, Luca Casadei PhD, Andrea Sagnotta MD, Niccolò 

Petrucciani MD, Teijo Pellinen PhD, Lucia Rossi, Francesco D’Angelo MD PhD, 

Marco Tripodi PhD, Giovanni Ramacciato MD FACS, Giuseppe Nigri MD PhD 

FACS FRCS FASCRS.  
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RISULTATI 

 

Correlazione tra espressione di GLI e sopravvivenza in pazienti con 

carcinoma colo-rettale. 

 

L’analisi della correlazione tra l’espressione dell’mRNA dei geni GLI e la 

sopravvivenza in un database di 382 pazienti con cancro colo-rettale ha permesso 

di identificare un’associazione tra l’alterazione dell’espressione dei geni GLI, la 

sopravvivenza e la recidiva di malattia. Le stime di sopravvivenza sono state 

calcolate tramite cBioPortal, basandosi su dataset di http://cancergenome.nih.gov/, 

sull’espressione degli mRNA.  Abbiamo dimostrato una diminuzione 

statisticamente significativa della sopravvivenza nei pazienti con alterazione 

dell’espressione di GLI1, come mostrato nella Figura 3. I pazienti con aumento 

dell’espressione di GLI1 (11% del campione) avevano una sopravvivenza 

mediana di 47 mesi (linea rossa), versus 93 nei pazienti senza alterazione (linea 

blu). I pazienti con un’alterazione nell’espressione di Gli2 e con alterazioni di 

Gli1 e Gli2 avevano una tendenza a una diminuzione della sopravvivenza, e a una 

riduzione della sopravvivenza libera da malattia dopo la somministrazione del 

trattamento, come mostrato nella Figura 4 A e 4 B.  
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Figura 3. Sopravvivenza globale in funzione dell’espressione di Gli1 in pazienti 

con cancro colo-rettale  
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Figura 4 A e B. Sopravvivenza globale (A) e disease-free (B) in funzione 

dell’espressione di Gli1 e Gli2 in pazienti con cancro colo-rettale 

 

Tali riscontri sono in favore dell’ipotesi di un’associazione tra l’espressione di 

Gli1 e Gli2 e la sopravvivenza globale e libera da malattia nei pazienti con cancro 

colo-rettale, e giustificano ulteriori ricerche sulla modulazione del pathway di 

Hedgehog in questo contesto patologico.  

 

Diminuzione della proliferazione cellulare di linee di carcinoma colo-rettale 

in presenza di Hh-Antag 

 

In prima istanza, è stato analizzato l’effetto del trattamento con l’antagonista del 

pathway di Hedgehog (Hh-Antag) su specifiche linee di carcinoma colo-rettale in 

relazione all’espressione di geni specifici del pathway di Hedgehog. Le linee 
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cellulari HCT 116, SW 480 (linee cellulari primarie) e SW620 (linea metastatica), 

sono state trattate con l’inibitore di Hedgehog per 24 ore a una concentrazione di 

1uM. Il trattamento con Hh-Antag ha provocato una marcata riduzione 

dell’espressione dei geni GLI1, Ptch1, Hip, Muc5ac, geni target del pathway di 

Hedgehog, dimostrando che il trattamento con Hh-Antag inibisce in maniera 

marcata tale via di segnalazione. Tali risultati sono mostrati nelle Figura 5 A-D. 

Risultati simili sono stati ottenuti silenziando SMO, e utilizzando 5E1, un 

anticorpo monoclonale che si lega specificamente a Shh, come mostrato in Figura 

5 E-F. L’efficacia di 5E1 suggerisce come possa esistere un loop autocrino che 

mantiene in queste cellule il pathway di Hedgehog attivato costitutivamente.  

Al contrario nella linea MeT5a, linea mesoteliale non tumorigenica, gli stessi geni 

non erano responsivi al trattamento con Hh-Antag, indicando che in queste cellule 

non vi è una attivazione costitutiva del pathway SMO-GLI. Di conseguenza 

queste cellule sono state utilizzate come controllo negativo nell’esperimento 

(Figura 6). 
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Figura 5. Riduzione dell’espressione dei geni GLI1, Ptch1, Hip, Muc5ac in 

seguito al trattamento con Hh-Antag, in seguito al silenziamento di SMO e all’uso 

dell’anticorpo monoclonale 5E1. 
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Figura 6. Trattamento con Hh-Antag della linea MeT5a, linea mesoteliale non 

tumorigenica 

 

Per valutare l’effetto dell’inibizione del pathway di Hh sulla proliferazione 

cellulare, le linee cellulari di cancro colo-rettale primitive (HCT 116, SW480) e 

metastatiche (SW620) e la linea MeT5a sono state trattate con l’ Hh-Antag per 

24-48 h alla concentrazione di 1uM. Hh-Antag ha inibito la proliferazione 

cellulare nelle tre linee di carcinoma colo-rettale, mentre ha avuto un effetto 

trascurabile nelle cellule MeT5A, come mostrato in Figura 7.  
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Figura 7. Effetto di Hh Antag 1uM sulla proliferazione delle cellule HCT 116, 

SW 480, SW 620, MeT5a 

 

A livello molecolare, abbiamo osservato una riduzione dell’espressione dei geni 

promotori del ciclo cellulare (ciclina D1) e un aumento dell’espressione di un 

inibitore del ciclo cellulare (p21) nelle 3 linee di cancro colo-rettale utilizzate 

come mostrato in Figura 8. Lo stesso effetto si è ottenuto con il silenziamento 

genico di SMO e con l’uso dell’ anticorpo 5E1. 
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Figura 8. Effetto dell’ Hh-Antag, del silenziamento di SMO e di 5E1 

sull’espressione di ciclina D1 e p21 nelle linee cellulari HCT 116, SW 480, SW 

620. 

 

Nella linea cellulare MeT5a la somministrazione di Hh Antag non ha provocato 

cambiamenti significativi dell’espressione di ciclina D1 e p21, come mostrato in 

Figura 9. 
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Figura 9. Effetto della somministrazione di Hh-Antag sull’espressione di ciclina 

D1 e p21 nella linea cellulare MeT5a  

 

I risultati di questi esperimenti dimostrano che l’attivazione del pathway di Hh 

nelle cellule di carcinoma colo-rettale induce dei segnali di proliferazione.  

 

Hh-Antag inibisce la motilità cellulare e induce la transizione mesenchima-

epitelio (MET) 

 

Per analizzare l’effetto di Hh-Antag sulla potenzialità di invasione tumorale, 

abbiamo valutato tramite scratch test l’effetto di Hh-Antag nel controllare la 

motilità cellulare che è un fattore determinante nell’invasività. Dei monostrati di 

cellule HCT 116 sono stati trattati con Hh-Antag per 24 ore, in seguito alle quali è 

stato effettuato lo scratch. Il trattamento con Hh-Antag ha avuto un effetto 

significativo nel ridurre la motilità cellulare, come mostrato nella Figura 10.  
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Figura 10. Risultati dello scratch test in assenza e presenza di Hh-Antag nelle 

cellule HCT 116 

 

Risultati simili sono stati osservati nelle cellule SW 480 e SW 620 (Figura 11 A e 

B), mentre nella linea cellulare di controllo MeT5A non sono state osservate 

variazioni significative in seguito al trattamento con Hh Antag. 
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Figura 11. Scratch test nelle linee SW 480 (A), SW 620 (B) e MeT5A (C) 
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Il test di invasione tridimensionale con matrici di Matrigel ha sottolineato una 

riduzione della capacita di invasione delle cellule HCT 116 trattate con Hh-Antag, 

come mostrato in Figura 12.  

 

Figura 12. Test di invasione tridimensionale con matrici di Matrigel in cellule 

HCT 116 in assenza e presenza del trattamento Hh-Antag 

 

A livello molecolare, il trattamento di Hh-Antag ha ridotto in maniera marcata 

l’espressione di Snail1, principale gene che guida la transizione epitelio-

mesenchima e l’invasività tumorale in tutte le linee di carcinoma colo-rettale 

analizzate. Allo stesso tempo, l’espressione del marcatore epiteliale E-caderina è 

aumentata in seguito al trattamento con Hh-Antag (Figura 13). 
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Figura 13. Espressione di Snail1, E-caderina, CK 18, nelle cellule HCT 116, SW 

480, SW 620 in assenza e presenza del trattamento con Hh-Antag. La tubulina è 

stata utilizzata come controllo di caricamento dei campioni. 

 

L’espressione della citocheratina 18 al contrario è aumentata sia a livello di 

mRNA che proteico in seguito al trattamento delle cellule con Hh-Antag, e tali 

risultati sono stati confermati dal silenziamento genico di SMO e dall’uso 

dell’anticorpo monoclonale contro Shh 5E1 mAb come mostrato in Figura 14.  
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Figura 14. Espressione di Snail1, E-cad, CK 18, in seguito al silenziamento genico 

di SMO e al trattamento con l’anticorpo monoclonale  5E1. 

 

Anche l’espressione del long non-coding RNA HOTAIR è stata analizzata in 

presenza e assenza di trattamento con Hh-Antag e confermata in seguito al 

silenziamento genico e all’uso dell’anticorpo monoclonale 5E1. L’inibizione del 

pathway di Hh è stata associata a una diminuzione significativa dei livelli di 
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HOTAIR, come mostrato in Figura 15.  

 

 

Figura 15. Espressione di Hotair nelle cellule HCT 116, SW 480, SW 620 in 

assenza e presenza di trattamento con Hh-Antag. 

 

Questi risultati sono stati comparati con i dati di un database di pazienti con 

carcinoma colo-rettale, in cui l’aumento dell’espressione dei geni del pathway di 

Hedgehog (GLI1, SMO, ptch1) correlava negativamente con l’espressione di E-

caderina (marcatore epiteliale) e positivamente con N-caderina, fibronectina e 

Snail1 (markers mesenchimali) (Tabella 3,4,5). 

 

 

D
M

SO

H
H

 in
h  

D
M

SO

H
H

 in
h  

D
M

SO

H
H

 in
h

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

HCT116               SW480                  SW620

       **               **                *

H
ot

ai
r 

re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

si
C

TR

si
SM

O

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

H
ot

ai
r 

re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on



	 41	

 

Tabella 3. Espressione proteica media in pazienti con overespressione di Gli1. 

Dati estratti dal database cBioPortal, Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, 

Provisional), n(patients) = 382. La misurazione delle proteine è stata basata su 

antibody arrays (RPPA = Reverse Phase Protein Array) e la tabella mostra solo I 

dati significativi con p-value (<0.005). 
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Tabella 4. Espressione proteica media in pazienti con overespressione di SMO. 

Dati estratti dal database cBioPortal, Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, 

Provisional), n(patients) = 382. La misurazione delle proteine è stata basata su 

antibody arrays (RPPA = Reverse Phase Protein Array) e la tabella mostra solo I 

dati significativi con p-value (<0.005). 
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Tabella 5. Espressione proteica media in pazienti con overespressione di Ptch1. 

Dati estratti dal database cBioPortal, Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, 

Provisional), n(patients) = 382. La misurazione delle proteine è stata basata su 

antibody arrays (RPPA = Reverse Phase Protein Array) e la tabella mostra solo I 

dati significativi con p-value (<0.005). 

 

 

 

Nel complesso i risultati riportati dimostrano che nelle linee cellulari primarie e 

metastatiche analizzate, il blocco del pathway di Hedgehog porta a una riduzione 

della crescita cellulare e dell’ invasività, insieme a un aumento delle 

caratteristiche epiteliali. 
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DISCUSSIONE 

 

Cancro del colon-retto: fattori molecolari  

 

Il cancro del colon-retto è il terzo tumore più frequente a livello mondiale e 

mantiene un tasso di mortalità correlata del 33%, con il 90% dei decessi causati 

dalla malattia in fase metastatica (Wu 2017). La moderna oncologia mira alla 

comprensione dettagliata dei processi carcinogenetici, al fine di sviluppare terapie 

molecolari mirate e possibilmente personalizzate, in funzione del profilo genetico 

del tumore, con lo scopo di aumentare l’efficacia del trattamento e dunque la 

possibilità di cura e di sopravvivenza a lungo termine. Per quanto riguarda il 

cancro del colon-retto, sono stati identificati pathways e marcatori molecolari che 

hanno un valore prognostico e, in alcuni casi, rappresentano bersagli terapeutici. 

Tra di essi, lo stato mutazionale di KRAS rappresenta un fattore prognostico e di 

risposta alla terapia. KRAS è un proto-oncogene legato alla membrana cellulare 

che si attiva in seguito all’attivazione dell’EGFR. L’attivazione di KRAS 

promuove la crescita e la sopravvivenza cellulare e l’invasività. Alcune mutazioni 

di KRAS portano all’attivazione del pathway delle MAP chinasi, e pazienti con 

mutazioni di KRAS tendono a non rispondere alla terapia anti-EGFR. Le 

mutazioni di KRAS si riscontrano nel 30-50% dei pazienti e sono associate a un 

rischio maggiore di recidiva e decesso legato alla malattia.  

BRAF fa parte del pathway delle MAP chinasi, e l’attivazione di BRAF è 

successiva a quella di KRAS, lasciando ipotizzare che mutazioni di BRAF 
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possano avere una presentazione fenotipica simile a quelle di KRAS e 

implicazioni terapeutiche simili. Invece, non sono state dimostrate in maniera 

certa resistenze alla terapia con anti-EGFR nei pazienti con mutazioni di BRAF. 

Le mutazioni di BRAF sono associate a una prognosi peggiore, e a un aumentato 

rischio di disseminazione peritoneale.  

Un ulteriore marcatore molecolare è l’instabilità dei microsatelliti. I microsatelliti 

sono unità ripetute all’interno del DNA, la cui integrità è mantenuta dai geni del 

sistema di riparazione degli errori. Quando vi sono alterazioni nel sistema di 

riparazione degli errori (MMR: mismatch repair), l’instabilità dei microsatelliti 

predispone all’instabilità genomica e di conseguenza alla tumorigenesi. 

L’instabilità dei microsatelliti può originare da mutazioni nei geni del MMR 

(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, TACSTD1) o da ipermetilazione del promotore 

del gene MLH1. L’instabilità dei microsatelliti si riscontra come evento sporadico 

nel 10-20% dei pazienti con cancro del colon-retto, mentre mutazioni ereditarie 

sono più rare (sindrome di Lynch, 0.8-3%). 

Il pathway dell’instabilità cromosomica (CIN) (80-85% dei tumori colo-rettali) è 

caratterizzato dal disequilibrio nel numero dei cromosomi, portando a tumori 

aneuplodici e a perdita di eterozigosità.  I meccanismi che portano alla CIN 

includono alterazioni nella segregazione cromosomica, disfunzioni nei telomeri e 

nel sistema di risposta al danno del DNA, che coinvolgono geni critici coinvolti 

nel mantenimento corretto delle funzioni cellulari, come APC, KRAS, PI3K e 

p53. Mutazioni di APC portano alla traslocazione della beta-catenina nel nucleo 

attivando la trascrizione di geni implicati nella tumorigenesi e nell’invasione, 
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mentre mutazioni di KRAS e PI3K portano all’attivazione costante della via delle 

MAP chinasi, aumentando la proliferazione cellulare. Mutazioni di p53 infine 

provocano un’incontrollata attivazione del ciclo cellulare.  

Un terzo pathway fondamentale nella cancerogenesi colo-rettale è quello della 

instabilità epigenetica: numerosi meccanismi epigenetici regolano l’espressione 

del DNA in assenza di alterazioni della sequenza nucleotidica. Una regolazione 

epigenetica aberrante in seguito a iper-metilazione inappropriata di promotori di 

geni accade frequentemente e ha lo stesso effetto dell’inattivazione di geni 

immunosoppressori. La metilazione aberrante consiste nel legame covalente di un 

gruppo metile in posizione 5’ della citosina e avviene su sequenze ripetute di 

nucleotidi CG (citosina e guanina) note come isole CpG. In assenza di 

metilazione, il gene è normalmente espresso, mentre in seguito alla metilazione il 

gene è silenziato. Il silenziamento di geni oncosoppressori può originare dalla 

metilazione di entrambi gli alleli o dalla perdita di un allele per mutazione o 

delezione combinata alla metilazione dell’altro allele. La metilazione aberrante di 

MLH1 avviene nell’80% dei tumori colo-rettali con MSI sporadica. Nella tabella 

seguente sono riportate le più frequenti mutazioni osservate nei cancri colo-rettali. 
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Tabella 6. Mutazioni geniche correlate con il carcinoma colorettale 

 

 

Pathway di Hedgehog, correlazione con fattori clinico-patologici e 

sopravvivenza 

 

Per quanto riguarda il pathway di Hedgehog nel tumore colo-rettale, sono stati 

pubblicati numerosi studi con risultati contrastanti. Come mostrato da 

Papadopoulos e colleghi in un’estensiva revisione della letteratura pubblicata nel 

2016, i dati sono contrastanti riguardo l’espressione dei componenti del pathway 

di Hedgehog, la correlazione con l’andamento clinico della malattia e la 

sopravvivenza. La mole della letteratura è consistente, sebbene il principale limite 

di tali lavori sia rappresentato dal numero di pazienti inclusi che è limitato. La 

maggior parte dei lavori mostra un aumento dell’espressione dei componenti del 

pathway di Hh nel tessuto tumorale, sebbene vi siano dati contrastanti e autori che 

riportano il contrario (Alinger 2009). Di recente, Wang e colleghi (Wang 2017) 

hanno riportato un aumento dell’espressione di FoxM1, gene che regola 

l’espressione di proteine regolatrici del ciclo cellulare, la cui trascrizione dipende 

dall’attivazione di Gli1, ipotizzando un nuovo asse Hh-Gli1-FoxM1 responsabile 
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di proliferazione cellulare nel cancro colo-rettale e potenzialmente futuro target 

terapeutico. Un altro lavoro interessante (Zhi 2016) si è focalizzato su fenomeni 

epigenetici. Gli autori hanno valutato il ruolo della proteina SPOP (E3 ubiquitin 

ligase adaptor, che agisce come oncosoppressore), identificando 

un’ipermetilazione in cellule tumorali colo-rettali. Tale ipermetilazione si 

associava a un aumento dell’espressione del pathway di Hh e una diminuzione di 

Bcl-2, che provocavano una diminuzione dell’apoptosi.  

Per quanto riguarda la correlazione tra caratteristiche clinico-patologiche ed 

espressione del pathway di Hh, la maggior parte degli autori non ha trovato una 

correlazione con il grado di differenziamento delle cellule tumorali. Al contrario, 

lo stadio della malattia correlava con un maggior livello di espressione dei 

componenti del pathway di Hh nella maggior parte degli studi. Wang, Xu, e Ding 

(Wang 2013, Xu 2012, Ding 2012) hanno riscontrato uno stadio T più elevato nei 

pazienti con aumento dell’espressione di Gli1 e Shh e nel lavoro di Ding anche il 

tasso di metastatizzazione linfonodale era più elevato. L’espressione di Shh era 

correlata con la profondità di invasione tumorale e con lo stadio N (Xu 2012, 

Ding 2012). Inoltre Xu e Hu (Xu 2012, Hu 2011) hanno riscontrato una 

correlazione dei livelli di espressione proteica di Shh con uno stadio più avanzato 

(Stadio III/IV). Per quanto riguarda la correlazione con le metastasi epatiche, 

Yoshikawa ha riscontrato che un elevato livello di espressione proteica di Shh era 

predittivo di metastasi epatiche (Yoshikawa 2009). L’espressione di Ptch1 è stata 

correlata a uno stadio avanzato e alle metastasi linfondali (Xu 2012) e quella di 

Smo alla presenza di metastasi epatiche (Valenti 2014). 
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La correlazione tra sopravvivenza ed espressione del pathway di Hh è stata 

analizzata da pochi autori. Xu e colleghi hanno affermato che l’espressione di 

Shh, Ptch1 e Gli1 rappresentava un fattore prognostico negativo in pazienti 

sottoposti a colectomia per cancro colo-rettale (Xu 2012). Nel lavoro di Ding 

(Ding 2012), un’elevata espressione di Smo e Gli1 era predittiva di una peggiore 

sopravvivenza libera da malattia.  

D’altro canto Hong et al. non hanno riscontrato l’utilità prognostica di Shh e Gli1 

nella loro coorte di pazienti trattati per carcinoma colo-rettale (Hong 2013). 

Yoshikawa et al. hanno valutato il ruolo prognostico di Shh, Ptch1 e Smo senza 

riscontrare alcuna associazione significativa con la sopravvivenza (Yoshikawa 

2009). Li et al non sono riusciti a dimostrare il valore prognostico di Smo (Li 

2014). La variabilità dei risultati riportati rispecchia i limiti della letteratura finora 

esistente: l’eterogeneità degli studi, il numero esiguo di pazienti arruolati che 

diminuisce la potenza statistica dei lavori, le variazioni nella metodologia 

impiegata e soprattutto le soglie impiegate per definire la positività 

immunoistochimica sono stati differenti, il numero dei patologi che hanno 

osservato i campioni è stato >1 soltanto nella minoranza degli articoli, gli 

anticorpi usati e la metodologia sono stati differenti, per cui comparare tali 

risultati risulta impossibile. L’analisi della letteratura porta però a concludere che 

l’attivazione del pathway di Hh sembra essere un evento frequente nel cancro 

colo-rettale, con un ruolo predittivo per caratteristiche di maggiore aggressività 

tumorale e peggiore sopravvivenza. Da tali presupposti, origina la necessità di 

studiare gli effetti sulle cellule tumorali colo-rettali dell’inibizione del pathway di 
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Hh.  

 

Tabella 7. Espressione dei componenti del pathway di Hh nei tumori colo-rettali 

in letteratura  

 

Autore N.  Membro 
pathway Hh 

Espressione T Espressione 
non T 

Correlazione 
clinico-
patologica 

Sopravvivenza 
globale 

Oniscu 8 Shh, Ptch1, 
Smo 

Stronger staining Hh  Higher Hh 
expressions 
in crypts  

NR 

Akiyoshi 40 Gli1 Score 0=42.5%  
Score 1=32.5% 
Score 2=25% 

Strong 
staining 
restricted to 
the 
epithelium 

Reduced 
Gli1 staining 
in poorly 
differentiated 
cancers 

NR 

Douard 44 Shh, Gli1 Shh: higher 
expression in 86% of 
cases 

 NS NR 

Monzo 57 Shh High expression: 
82% vs 3% 

 Lower values 
of Shh in 
stages III-IV 

NR 

Bian 25 Shh, Ptch1, 
Hip, Gli1, Gli3 

Shh =48%; 
Ptch1=44%; 
Gli1=52%; Hip=16%; 
Gli3= no 

Shh=no NR NR 

Taniguchi 59 Hip mRNA expression 
reduced = 44%; 
overexpression=33% 

Hh lower 
than 
cancers 

Reduced Hip 
associated 
with nodal 
metastasis in 
CRCs with 
strong Shh 
expression 

NR 

Yoshikawa 69 Shh, Ptch1, 
Smo 

Shh=29%; 
Ptch1=69%; 
Smo=71% 

Shh, Ptch1 
e Smo=0%;  

Shh: 
significantly 
related to 
liver 
metastases 

NS 

Alinger 273 Shh Shh=19.2% Shh=98.7% NR NR 
Fu 25 Shh Shh strong=72%; 

weak=24% 
NR Higher Shh 

expression in 
stage III-IV 

NR 

Fu 36 Shh, Gli, Ihh Shh e Gli >, Ihh 
almost lost 

 NS NR 

You 19 Shh, Ptch1 NR NR NR Lower Ptch1 
in the high risk 
group 
(recurrence 
within 2 years) 

Hu 61 Shh 
Ptch1 Gli1 

54.1% 
62.3% 
54.1% 

NR Shh more 
frequent in 
stage III-IV, 
Shh, Gli1 e 
Ptch1 more 
expressed in 
MSI group 

NR 

Xu 228 Shh Ptch1 
Gli1 

59.6% 
71.5% 
75.4% 

No 
No 
29.8% 

 
Shh/Ptch1 
expression 

Shh+=50.7% 
Shh-=88.9% 
Ptch1+=55.2% 



	 51	

correlated 
with stage 
and nodal 
status, Gli1 
expression 
correlated 
with T 

Ptch1-=80% 
Gli1+=50% 
Gli1-=89.3% 

Ding 96 Smo Median score=6 Median 
score=2 

Smo 
expression 
related to 
nodal status 
and T 

DFS > i flow 
Smo (49 vs 28 
months) 

Ding 96 Gli1 Median score=8 Median 
score=4 

Gli1 
expression 
related to 
nodal status, 
T 

Liver mets 
free survival 
48.2 months if 
low Gli, 28 if 
high Gli 

Wang 43 Shh 
Smo 
Gli1 

27.9% 
83.7% 
34.9% 

18.6% 
58.1% 
16.3% 

NS NR 

Iwasaki 50 Gli1 
Gli2 
Gli3 
Shh 
 

52% 
56% 
24% 
60% 

Gli3=none 
SHh= little 
in stroma 

Gli3 
associated 
with poor 
differentiation 

NR 

Hong 189 Shh 
Gli1 

37.6% 
78.4% 

Mild NS NR 

Wang 127 Shh, Ptch1, 
Gli1, Sufu 

Higher expression of 
Hh members in CRC 
than notmal tissue 

 Shh and 
Ptch1 higher 
in non 
mucinous 
cancers, 
Sufu higher 
in mucinous 
cancers, 
related to 
diameter and 
T 

NR 

Valenti 20 Shh 
Smo 

1+= 14% 
2+=48% 
3+=33% 

NR Patients with 
smo 3+ had 
liver limited 
disease more 
frequently 

NR 

Szkandera 742 Gli1 
polymorphism 

G/G=50% 
G/C=42% 
C/C=8% 

NR NR Time to 
recurrence 
lower in CC 
(121 vs 52 
months) 

Li 735 Smo 50% NR Smo related 
with grade 

In CIMP-high 
tumros Smo 
associated 
with better 
CRC specific 
survival 

Fu 40 Ihh CRC=0.17 0.85 NR NR 

 

 

Ruolo degli inibitori del pathway di Hedgehog e chemioterapia  

 

Dal punto di vista degli studi sull’inibizione del pathway di Hh, numerosi lavori 
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sono stati pubblicati su linee cellulari colo-rettali, che hanno portato alla 

formulazione di varie ipotesi. Un solo studio clinico randomizzato ha valutato il 

ruolo del vismodegib, inibitore del pathway di Hh che agisce su Smo, in 

associazione alla chemioterapia tradizionale (Berlin 2013).  

Lo studio randomizzato pubblicato da Berlin nel 2013 (Berlin 2013) rappresenta 

una referenza fondamentale, nonché un argomento di forte peso contro la 

prosecuzione delle ricerche sull’uso di inibitori del pathway di Hh nel carcinoma 

colorettale. Gli autori di questo lavoro randomizzato in doppio ceco hanno incluso 

199 pazienti con cancro colo-rettale metastatico, trattati in diversi centri 

statunitensi, con chemioterapie basate su protocollo FOLFOX (124 pazienti) o 

FOLFIRI (75 pazienti). Tali pazienti erano randomizzati in due gruppi, e 

ricevevano 150 mg di vismodegib per via orale (dose raccomandata da precedenti 

studi di fase II in pazienti con carcinoma a cellule basali o medulloblastoma) o un 

placebo, in aggiunta alla chemioterapia tradizionale. In totale, 101 pazienti sono 

stati assegnati al gruppo del placebo e 98 a quello del vismodegib. Non sono state 

ottenute differenze significative per quanto riguarda la sopravvivenza libera da 

progressione, che rappresentava l’end-point primario, ne per la sopravvivenza 

globale. Non ci sono state differenze di sopravvivenza in relazione ai livelli di 

espressione del ligando di Hh, o a mutazioni di KRAS o all’espressione di SMO, 

GLI1, PTCH1. La tossicità del trattamento è stata maggiore nel gruppo 

“vismodegib”. Due ipotesi sono possibili per spiegare i risultati di questo studio: 

1) l’inibizione del pathway di Hh non è sufficiente per modificare il decorso 

clinico del tumore colo-rettale; 2) vismodegib potrebbe interagire negativamente 
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con gli altri farmaci utilizzati per la chemioterapia. Nello studio, sono stati 

effettuati dosaggi farmacologici che hanno mostrato che la concentrazione 

plasmatica degli altri farmaci non è modificata dalla somministrazione di 

vismodegib, e che la concentrazione di vismodegib è simile a quella riportata dai 

lavori che hanno usato il vismodegib in monoterapia.  

Altri studi hanno però ridato spinta alla ricerca sul cancro colo-rettale e il pathway 

di Hh, aprendo nuove linee di ricerca, tra cui quella sull’eventuale ruolo dei 

componenti del pathway di Hh nel generare la chemioresistenza. Zhang e colleghi 

(Zhang 2017) hanno recentemente mostrato che elevati livelli di espressione di 

GLI1 erano associati a un aumento del rischio di recidiva tumorale e a una bassa 

sopravvivenza in pazienti con cancro colo-rettale sottoposti a chemioterapia con 

5-fluorouracile. Inoltre, l’elevata espressione di GLI1 era associata ad una minore 

efficacia della chemioterapia con 5-FU, e il silenziamento di GLI1 e GLI2 

sensibilizzava le cellule tumorali al 5-FU. In questo lavoro l’uso di un antagonista 

di SMO non era in grado di sensibilizzare le cellule al 5-FU, suggerendo che 

l’induzione di GLI1 nei pazienti con maggiore resistenza alla chemioterapia non 

era legata alla via di segnalazione canonica di Hh. Secondo gli autori tale 

osservazione spiegherebbe perché il vismodegib non ha avuto effetto nello studio 

clinico di Berlin (Berlin 2013). Tali risultati permettono di ipotizzare l’uso in 

terapia di molecole mirate verso GLI1, come GANT61 e il triossido di arsenico 

per sensibilizzare le cellule al 5-FU.  

Liu e coautori (Liu 2015) hanno caratterizzato i profili di EMT in 2 linee cellulari, 

le HCT-8/WT e le HCT-8/5-FU, resistenti al 5-FU. Le cellule chemioresistenti 
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avevano una maggiore espressione di marcatori mesenchimali (vimentina) e una 

riduzione dei marcatori epiteliali (E-caderina), e una maggiore capacità 

migratoria. Gli autori hanno somministrato GDC0449 (vismodegib), osservando 

che il farmaco era in grado di sensibilizzare le cellule chemioresistenti al 5-FU. 

Inoltre, il vismodegib modifica la EMT regolando negativamente l’espressione di 

N-caderina. Da questi dati si evince che la chemioresistenza è associata alla EMT 

e che l’inibizione di Hh può contrastare entrambi i fenomeni, aprendo degli 

sviluppi futuri per il trattamento del cancro del colon chemioresistente.  

Du e colleghi (Du 2016) hanno studiato l’effetto del resveratrolo, composto 

polifenolico presente in 70 specie di piante sulla linea cellulare HCT 116. In 

questo studio, il signaling di Hh regolava la proliferazione cellulare e inibiva 

l’apoptosi. La somministrazione di resveratrolo inibiva la vitalità delle cellule 

HCT116, inducendo l’apoptosi. Tale farmaco, riduceva inoltre la capacita 

migratoria e induceva l’apoptosi inibendo l’espressione dei geni del pathway di 

Ptch, Smo, Gli1 e Shh.  

 

Pathway di Hedgehog, EMT, long non-coding RNA 

 

La transizione epitelio-mesenchima è un processo che porta alla modificazione 

delle cellule epiteliali, che diventano allungate e fusiformi, perdono la polarità, e 

le adesioni cellulari mediate dalla E-caderina. La EMT è stata studiata a partire 

dagli anni ’80, inizialmente in relazione alla embriogenesi e alla riparazione 

tissutale. In seguito, è stato osservato che la EMT può avere un ruolo nella 
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carcinogenesi e nella formazione di metastasi. Per quanto riguarda il cancro colo-

rettale, la EMT è stata associata a un aumento della invasività, a una diminuzione 

dell’apoptosi, allo sviluppo di metastasi. Tra i marcatori utilizzati per identificare 

la EMT ci sono la E-caderina, ma anche la gamma-catenina, la alfa-catenina, la 

desmopachina e la placoglobina, (per quanto riguarda i marcatori epiteliali), e la 

vimentina, N-caderina, fibronectina, desmina, Snail, Notch, PDGF, integrina (per 

quanto riguarda i marcatori mesenchimali) (Gurzu 2016). 

 

Figura 16. Immuno-espressione della EMT nel tumore primario (A,C,E) e nelle 

metastasi epatiche (B,D,F). Positività della membrana per E-caderina (A,B), e 

beta catenina (C,D) e negatività per N-caderina (E,F). Gli epatociti normali 

esprimono E-caderina (B), beta-catenina (D), N-caderina (F) 

 

Numerose vie cellulari hanno un ruolo di regolatori nel processo di EMT. Tra gli 
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studi recenti che hanno messo in evidenza il ruolo del pathway di Hh in relazione 

alla transizione epitelio-mesenchima vi è quello di Qualtrough e colleghi 

(Qualtrough 2015). Questo gruppo aveva in precedenza mostrato l’espressione di 

componenti del pathway di Hh negli adenomi e carcinomi colo-rettali, suggerendo 

un ruolo autocrino della via di segnalazione di Hh, e un ruolo oncogenico. 

Partendo dall’importanza della via di segnalazione diWnt nelle cellule tumorali 

colo-rettali, gli autori hanno studiato l’effetto della ciclopamina (inibitore del 

pathway di Hh) su Wnt. I risultati mostrano che l’espressione di beta-catenina era 

significativamente ridotta dopo trattamento con ciclopamina nelle cellule SW480, 

in maniera dose-dipendente. Inoltre, il trattamento con ciclopamina induceva 

l’espressione della E-caderina, importante marcatore epiteliale, e regolava 

negativamente l’espressione dei fattori trascrizionali associaio alla EMT quali 

Slug, Snail, Twist. Tali risultati depongono a favore di un cross-talking tra 

pathways di Hh e Wnt e per un ruolo di Hh nel regolare la EMT. 

Tra le complesse relazioni del pathway di Hh, vi è anche quella con la via della 

PI3 chinasi, studiata da Cai e colleghi (Cai 2015), che hanno studiato l’effetto 

della somministrazione di triossido di arsenico (inibitore di Hh) e dell’inibitore di 

PI3K LY294002 su cellule di carcinoma colico. I due farmaci hanno mostrato di 

avere un effetto sinergico, riducendo l’espressione di Gli1 del 60-80% e la vitalità 

delle cellule HT29 dal 40% al 60%, indicando un effetto combinato di Hh e PI3K 

da tenere in considerazione nel possibile trattamento futuro del cancro colo-

rettale.  
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 Il long non-coding RNA HOTAIR 

 

Il numero di geni che codificano per delle proteine nel genoma umano è limitato: 

la maggior parte del DNA genomico (80-90%) è trascritta in RNA che non 

produce alcuna proteina, chiamato non-coding RNA (ncRNA). I lncRNA sono 

RNA lunghi più di 200 nucleotidi, che rappresentano fattori di regolazione 

trascrizionali e post-trascrizionali. Recentemente si è scoperto il loro importante 

ruolo di regolatori dell’espressione genica (Hajjari 2015). I lncRNA regolano 

inoltre l’attività epigenetica, reclutando proteine che modificano la cromatina 

come PRC2 e modificando in questo modo l’espressione genica. Per tali ragioni, i 

lncRNA hanno un ruolo importante nello sviluppo di diversi tumori e sono 

correlati alla prognosi clinica. L’espressione di lncRNA con funzioni proto-

oncogeniche è legata alla tumorigenesi e ai processi di proliferazione tumorale e 

metastatizzazione (Hajjari 2013).  HOTAIR è un lncRNA che è stato descritto 

ampiamente da Rinn et al. (Rinn 2007), composto da 2158 nucleotidi e 6 esoni. 

HOTAIR risulta dalla trascrizione del filamento complementare a quello del gene 

HoxC, situato tra HoxC11 e HoxC12 sul cromosoma 12q13.13. HOTAIR 

interagisce con il Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), ed è necessario per il 

reclutamento di PRC2 e la metilazione (a livello della lisina 27 dell’istone H3) di 

differenti geni in diversi cromosomi. PRC2 è una istone metil transferasi che 

promuove il silenziamento epigenetico durante vari processi, incluso lo sviluppo 

tumorale. PRC2 è un complesso che contiene 3 subunità maggiori, che includono 

EZH2, SUZ12, EED. L’RNA dirige PRC2 verso i suoi geni bersaglio e mediante 
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l’attività della subunità enzimatica EZH2 ne inibisce l’espressione. Quando PRC2 

raggiunge il gene target, JARID2 si lega a EZH2 e EZH2 si attiva.  

 

Figura 17. Schema del funzionamento del complesso PRC2. L’RNA guida PRC2 

verso il gene target e inibisce l’attività enzimatica di EZH2. Quando PRC2 

raggiunge il gene target, JARID2 si lega a EZH2, indebolisce il legame tra RNA e 

EZH2 e di conseguenza attiva la funzione di EZH2  

 

HOTAIR interagisce con PRC2 ma anche con LSD1 per regolare l’espressione 

genica, coordinando la modificazione della cromatina e influenzando 

l’espressione di molteplici geni e varie funzioni cellulari (Luo 2016). HOTAIR 

rappresenta un fattore oncogenico e prognostico in molteplici tumori, incluso il 

cancro colo-rettale. Inoltre HOTAIR ha un ruolo importante nel processo di 

tumorigenesi e nella EMT, nonché nell’acquisizione di caratteristiche staminali.  
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Nel cancro del colon-retto, Luo et al. (Luo 2016) hanno dimostrato come 

HOTAIR era espresso in maniera significativamente maggiore nel tessuto 

tumorale rispetto al tessuto normale, e che era maggiormente espresso nei casi con 

metastasi linfonodali, scarsamente differenziati e negli stadi più avanzati. Tale 

studio suggeriva la rilevanza di HOTAIR come fattore prognostico e un suo 

potenziale ruolo nel processo di tumorigenesi, sviluppo e metastatizzazione del 

cancro colo-rettale.  

 

Tabella 8. Espressione di HOTAIR in differenti tumori 

 

 

Tali osservazioni sono state confermate dallo studio di Yang e colleghi (Yang 

2016), che hanno silenziato HOTAIR per esplorarne il ruolo in 53 campioni di 

cancro colo-rettale. Nel tessuto tumorale è stata riscontrata un’espressione 

significativamente maggiore di HOTAIR e la deplezione di HOTAIR portava a 
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una riduzione in vitro della proliferazione, migrazione e invasività cellulare, 

mentre l’apoptosi e la radiosensibilità aumentavano. Dou et al. (Dou 2016) hanno 

riportato risultati analoghi. Il silenziamento di HOTAIR diminuiva la 

proliferazione, migrazione, capacità di formare colonie delle cellule, nonché 

l’espressione di vimentina, mentre l’espressione di E-caderina era aumentata nelle 

cellule CD133 positive (cellule staminali colo-rettali), suggerendo il potenziale 

utilizzo di HOTAIR come target terapeutico.  

 

Efficacia del vismodegib su linee cellulari di CRC 

 

In base alla revisione della letteratura effettuata, possiamo affermare che il 

pathway di Hedgehog è una via di segnalazione cellulare over-espressa in una 

percentuale considerevole di tumori colo-rettali. L’iperattivazione del pathway è 

correlata secondo la maggior parte degli studi a un aumento della proliferazione 

cellulare, della tumorigenesi, e dell’invasività, alla EMT, alla capacita di generare 

metastasi e a una prognosi peggiore. Alcuni studi riportano però risultati 

contrastanti. Per tali ragioni è necessario accumulare maggiori evidenze 

sull’espressione del pathway nelle cellule tumorali colo-rettali. Inoltre, soltanto 

pochi studi hanno analizzato l’effetto di vismodegib ad oggi: nella maggior parte 

dei lavori è stata utilizzata la ciclopamina, un inibitore classicamente usato in 

passato come antagonista del pathway di Hh. Inoltre, nel nostro studio abbiamo 

voluto approfondire il ruolo ancora non sufficientemente studiato dell’inibizione 

del pathway di Hh sulla EMT, valutando i livelli di espressione di marcatori 
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specifici. Per la prima volta, inoltre, è stato studiato l’effetto del trattamento di 

cellule tumorali colo-rettali con vismodegib sull’espressione di un long non-

coding RNA: HOTAIR.  

I risultati del lavoro sono stati in linea con i presupposti teorici e hanno 

confermato le ipotesi di partenza. Innanzitutto l’analisi del dataset cBioPortal ci 

ha permesso di identificare un’associazione tra l’aumento dell’espressione di Gli1 

e una peggiore sopravvivenza, stimolando le ricerche in vitro sul pathway di Hh. 

Gli esperimenti effettuati su linee di cancro colo-rettale primitivo e metastatico 

trattate con Hh-Antag hanno confermato che l’espressione dei geni GLI1, Ptch1, 

Hip, Muc5ac diminuisce significativamente in seguito a trattamento con il 

farmaco. Abbiamo confermato i dati ottenuti sulla capacità di Hh-Antag di 

regolare negativamente la via di segnalazione di Hh silenziando SMO e 

utilizzando un anticorpo monoclonale contro Shh. Tale procedura corrobora 

l’ipotesi che alcune linee tumorali colo-rettali abbiano una secrezione di Shh che 

agisce in maniera autocrina mantenendo la via di Hh attiva. Hh-Antag si è inoltre 

dimostrato efficace nel ridurre la proliferazione cellulare nelle 3 linee di cancro 

colo-rettale studiate e nel modificare l’espressione di regolatori del ciclo cellulare. 

L’esposizione a Hh-Antag ha provocato la diminuzione della ciclina D1 e 

l’aumento di p21 (risultati analoghi sono stati ottenuti anche con il silenziamento 

genico e con l’anticorpo anti-Shh), dimostrando il ruolo del pathway di Hh nella 

proliferazione cellulare. Inoltre, la motilità e invasività cellulare è risultata ridotta 

in seguito al trattamento con il farmaco. Abbiamo voluto studiare il ruolo di 

questa via di segnalazione sulla EMT, dimostrando come il trattamento delle 
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cellule con Hh-Antag riduceva l’espressione dei marcatori mesenchimali (Snail1) 

e aumentava quella dei marcatori epiteliali (E-caderina e citocheratina). Infine 

abbiamo voluto osservare l’effetto di Hh-Antag sull’espressione di HOTAIR, che 

risultava significativamente ridotta in seguito al trattamento. L’analisi di questi 

dati e il confronto con i risultati di precedenti studi rafforzano l’ipotesi di un 

possibile ruolo dei componenti del pathway di Hh come bersaglio terapeutico in 

una percentuale superiore al 50% dei tumori colo-rettali. Il trattamento con Hh-

Antag in vitro è efficace nel ridurre la proliferazione, la migrazione cellulare, la 

EMT e i livelli del lncRNA proto-oncogenico HOTAIR, fattori associati 

all’aggressività clinica tumorale e alla capacita di metastatizzare. La sfida futura è 

quella di verificare i risultati in vitro tramite modelli animali, e successivamente 

tramite test clinici. Un solo studio clinico randomizzato ha analizzato il ruolo di 

vismodegib in pazienti con cancro colo-rettale metastatico, dando risultati 

deludenti. Tale studio era però limitato dal numero di variabili potenzialmente 

confondenti, prima tra tutti l’uso concomitante di altri chemioterapici che 

avrebbero potuto interferire con l’inibitore di SMO.  

 

Limiti dello studio 

 

Tra i limiti dello studio, annoveriamo il fatto che si tratti di uno studio in vitro. I 

risultati positivi ottenuti potrebbero non essere replicabili in modelli in vivo, dove 

altri fattori, che includono la biodisponibilità e la biodistribuzione del farmaco, e 

le caratteristiche del tessuto (vascolarizzazione, stroma), potrebbero modificare 
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l’effetto che vismodegib ha sulle cellule di cancro colo-rettale. Inoltre, le linee 

cellulari utilizzate sono 3. Abbiamo usato linee primitive e metastatiche, ma 

chiaramente il numero di linee usato non può rispecchiare in maniera ottimale lo 

spettro di varietà ed eterogeneità di una malattia complessa come il cancro colo-

rettale. Tra gli obiettivi futuri, si propone quindi lo sviluppo di modelli animali e 

l’ampliamento dei campioni tumorali testati, possibilmente con l’uso di tessuti 

derivati da pazienti trattati nelle strutture della Sapienza, di cui si possano seguire 

il decorso clinico e le terapie adiuvanti, in modo da poter avere una correlazione 

clinico-patologica tra le caratteristiche dei campioni prelevati e le variabili 

istologiche e la sopravvivenza.  

 

Possibili sviluppi futuri  

 

Tra i campi di ricerca futuri, uno dei più interessanti è quello che riguarda il ruolo 

del pathway di Hh nella regolazione delle cellule staminali colo-rettali.  

L’ipotesi che i tumori contengano una popolazione cellulare che possiede capacità 

di auto-rinnovarsi e di differenziare è accettata ormai per numerosi tumori, incluso 

il carcinoma colo-rettale (Pan 2017, Cochrane 2015, Lee 2016, Ricci-Vitiani 

2007). Le cellule staminali tumorali possiedono un alto potenziale di 

differenziamento, capacità di auto-rinnovarsi e di metastatizzare, e 

chemioresistenza. Le cellule staminali tumorali sono probabilmente implicate 

nella carcinogenesi, nella recidiva tumorale, nello sviluppo di metastasi. Lo studio 

delle cellule staminali tumorali ha notevole rilevanza clinica: tali cellule 
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potrebbero rappresentare un bersaglio importante per nuovi chemioterapici. La 

loro identificazione e il loro isolamento si basa sull’analisi di una combinazione di 

marcatori cellulari di superficie utilizzando tecniche di immunofluorescenza, 

analisi mediante citofluorimetria (FACS) e separazione immunomagnetica. La 

presenza di marcatori di cellule staminali colo-rettali è stata associata alla 

prognosi e alla risposta alla chemioterapia, suggerendo che vi sia un forte legame 

tra la popolazione di cellule staminali colo-rettali e l’evoluzione clinica del cancro 

colo-rettale (Wang 2013, Wang 2016). Il ruolo del pathway di Hh è stato 

analizzato soltanto di recente e da pochi autori per quanto concerne le cellule 

staminali tumorali. Batsaikhan et al. (Batsaikhan 2014) hanno analizzato 

l’inibizione del pathway di Hh tramite un farmaco, la ciclopamina, sulla linea 

HCT-116, isolando una sottopopolazione di cellule che esprimeva marcatori 

“staminali”. Hanno trattato le cellule con ciclopamina e analizzato l’espressione 

genica tramite PCR. In questo studio, la ciclopamina regolava negativamente in 

maniera dose-dipendente l’espressione di marcatori staminali, l’espressione di 

geni a valle di Hh e dei marcatori della transizione epitelio-mesenchima nella 

sottopopolazione staminale estratta dalla linea HCT-116. Un lavoro recente 

(Wang 2016) correlava l’espressione dell’enzima antiossidante perossiredoxina 2 

(Prdx2) alla presenza di cellule staminali colo-rettali, tramite l’attivazione del 

pathway di Hh e Gli1, suggerendo uno stretto legame tra pathway di Hh e cellule 

staminali tumorali. L’inibizione di Hh sembrerebbe quindi poter ridurre la 

popolazione di cellule staminali, e la transizione epitelio-mesenchima, con 

possibile effetto sui fenomeni di resistenza alla chemioterapia (che sono mediati 
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dalle cellule staminali) e metastatizzazione (favorita dalla transizione epitelio-

mesenchima). Le difficoltà potenziali sono rappresentate dall’isolamento delle 

cellule staminali: le metodiche non sono ancora standardizzate, e tali cellule 

possono andare incontro rapidamente a fenomeni di differenziamento, perdendo le 

loro caratteristiche di “staminalità” e potenzialmente alterando i risultati.  

Un’ulteriore linea di ricerca da sviluppare riguarda il ruolo del pathway di Hh 

sulla chemioresistenza. Alcuni studi preliminari hanno suggerito che l’attivazione 

del pathway di Hh potrebbe essere correlata alla chemioresistenza alle terapie 

tradizionali per il cancro colorettale (Zhang 2017), formulando l’ipotesi che 

l’associazione di inibitori del pathway di Hh possa aumentare l’efficacia delle 

chemioterapie tradizionali migliorando la prognosi dei pazienti. 
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