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Introduzione allo splicing alternativo

Amaldi et al., Biologia molecolare.Casa editrice Ambrosiana

A partire da un unico gene si ottengono
diversi RNA messaggeri maturi:
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Come i long non coding RNAs regolano il processo di
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Un esempio di long non coding RNA: Malat1
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Il ruolo di Malat1 nella tumorigenesi

Malat1 agisce come il trascritto di un oncogene e la sua espressione aberrante & coinvolta nello sviluppo di numerosi tipi di cancro.
La sovraespressione (1.5-10 volte superiore rispetto al normale) di Malat1 é stata infatti correlata alla progressione di piu di 20
diverse forme di tumori e ad una maggiore tendenza alla metastasizzazione.

Inoltre, il suo accumulo € associato alla resistenza dei pazienti oncologici alla chemioterapia e alla radioterapia.

Cosa comporta questa sovraespressione nel contesto dello splicing alternativo?
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Il knockdown di Malat1 mediante l'utilizzo di ASOs inficia la
progressione del tumore mammario e la sua metastasizzazione

Malatl potrebbe essere utilizzato come target terapeutico? http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.270959.115

Nel 2015 il laboratorio di Cold Spring Harbor ha effettuato una serie di esperimenti in cui sono stati impiegati topi transgenici appartenenti
al modello MMTV-pyMT (mouse mammary tumor virus- polyoma middle T antigen); questi sono stati divisi in 3 gruppi e ad ognuno di
questi sono stati somministrati per via sottocutanea degli oligonucleotidi antisenso (16meri) complementari a due regioni diverse di Malat1
(ASO1 o ASO2) oppure degli «scrambled ASOs» di controllo, che non si appaiano in nessun punto.
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dimezzamento dei carcinomi solidi. I’E-caderina e la B-caseina sono marker di polmoni privi di noduli macrometastatici, non sono
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Il diagramma mostra il
numero totale di cambiamenti
nello splicing che sono
avvenuti nei tumori trattati
con ASO1 e ASO2, rispetto a
quelli di controllo trattati con
ScASO.
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trattati con gli ASOs; questo

risulta in una maggiore
espressione del ERa
rispetto a quelli trattati con
ScASO (nello stadio di
carcinoma avanzato ERa
non viene piu espresso).

Che impatto ha sullo splicing alternativo il knockdown di Malat1 nel
tumore mammario?

Numero di geni
sottoposti ad un
diverso pattern di
splicing alternativo
in seguito al
trattamento con
ASOs.
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ASOs: cosa sono?

Gli oligonucleotidi antisenso (ASOs) sono acidi nucleici (DNA o RNA) sintetici a
singolo filamento costituiti da 12-25 nucleotidi che si legano ad un RNA
bersaglio seguendo le regole di complementarieta delle basi di Watson e Crick.
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Full length modified ASO 5’
Gapmer modified ASO g’
Mixmer modified ASO &

http://dx.doi.org/10.3390/jcm9062004

ASOs: come agiscono a livello molecolare per regolare
lo splicing alternativo?
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La scoperta che anche i IncRNAs hanno un importante ruolo nella regolazione dello splicing
alternativo porta con sé la possibilita di adottare nuovi approcci terapeutici che possano modulare la
loro espressione e la loro attivita.

Questa possibilita acquisisce ancora piu valore considerando che I'utilizzo dei IncRNAs consente,
rispetto ad altri bersagli, di agire in maniera piu specifica nella regolazione dello splicing alternativo,
limitando effetti collaterali tossici o addirittura non compatibili con la vita.

Nel contesto della lotta contro il cancro, un possibile approccio terapeutico, come visto, potrebbe
risiedere nel modulare la concentrazione di Malat1, la cui sovraespressione e associata alla
progressione tumorale e alla metastasizzazione.

Tra l'altro utilizzare Malat1 come target terapeutico permetterebbe di eludere la resistenza alla
chemioterapia tipica delle forme piu aggressive di tumore, oltre che di evitare ai tessuti sani gli effetti
avversi correlati.

In sperimentazione preclinica, questo obiettivo e stato raggiunto utilizzando degli oligonucleotidi
antisenso; attualmente numerosi farmaci basati sulla tecnologia antisenso sono in sperimentazione
clinica per trattare anche malattie cardiovascolari, metaboliche, endocrine, neurologiche,
neuromuscolari, inflammatorie e infettive.

In generale, la struttura degli ASOs e le modificazioni chimiche alla quale si possono apportare,
offrono una considerevole flessibilita e adattabilita in base al target terapeutico scelto e al
meccanismo di azione che e necessario utilizzare per trarre dei benefici.

Comunque questo approccio innovativo e ancora sperimentale e richiede ulteriori indagini, con
particolare riguardo ai problemi di natura sia clinica che etica.



Lo splicing alternativo &€ ampiamente disregolato in vari tumori; questa disregolazione puo essere
dovuta a cambiamenti dell’espressione di alcuni RNA lunghi non codificanti.

I long non coding RNAs, infatti, sono in grado di modulare i pattern di splicing alternativo
modificando la cromatina, formando dei duplex RNA-RNA, andando a costituire delle triple eliche
dsDNA-RNA o interagendo con 1 fattori di splicing, in modo da regolare la loro attivita e/o
modificare la loro localizzazione.

Tra 1 diversi coinvolti nella tumorigenesi, quello piu ampiamente studiato € Malatl: la sua
sovraespressione € coinvolta nello sviluppo di numerosi tipi di cancro.

Essendo stato dimostrato sperimentalmente che il knockdown di Malat1 in topi transgenici promuove
il differenziamento del tumore mammario e conduce ad una significativa riduzione dell'incidenza di
metastasi polmonare, Malat1 rappresenterebbe quindi un promettente target terapeutico.

Questo knockdown é stato ottenuto mediante I'utilizzo di oligonucleotidi antisenso che, una volta
appaiati con i loro RNA bersaglio, promuovono la loro degradazione reclutando 'RNAsi H.

Un altro meccanismo mediante il quale gli ASOs possono regolare lo splicing alternativo & legandosi
a specifiche sequenze in cis del pre-mRNA, prevenendo cosi il legame dei fattori di splicing.
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