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RIASSUNTO

L’iponatriemia ¢ una condizione definita da una concentrazione sierica del sodio
inferiore a 135mmol/L e rientra tra 1 disordini elettrolitici piu riscontrati nella pratica
clinica. Presenta un’incidenza del 14% tra i1 pazienti ricoverati in ambito ospedaliero e
del 24% durante la degenza. Questo disturbo, caratterizzato da una variegata
sintomatologia, rappresenta per i pazienti oncologici un fattore prognostico negativo,
in quanto risulta essere associato ad una minore sopravvivenza globale (0OS), ad
un’inferiore risposta alla terapia ed a wuna maggior durata complessiva
dell’ospedalizzazione, con conseguente impatto sui costi a carico del Sistema Sanitario

Nazionale (SSN).

Il presente studio, suddiviso in due fasi (retrospettiva e prospettica), ha 1’obiettivo di
valutare biomarcatori, tra cui micro-RNA (miRNA), polimorfismi a singolo nucleotide
(SNPs) e recettori della vasopressina: Arginine Vasopressin Receptor 14 (AVPR1A4),
Arginine Vasopressin Receptor 1B (AVPRI1B) e Arginine Vasopressin Receptor 2
(AVPR2), potenzialmente correlabili con questo disturbo elettrolitico nei pazienti con
tumore al polmone.

Inoltre, si ¢ analizzato il loro possibile ruolo predittivo e prognostico, correlandoli con
gli outcome clinici presi in esame, ovvero la sopravvivenza globale (Overall Survival,
0S), la progressione libera da recidiva alla prima linea di trattamento (Progression-
Free Survival in the First Line Treatment, PFS1), la progressione libera da recidiva

alla seconda linea di trattamento (Progression-Free Survival in the Second Line
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Treatment, PFS2) e la sopravvivenza libera da recidiva (Relapse-Free Survival, RFS)
per la fase retrospettiva ed OS, sopravvivenza libera da progressione (progression-free

survival, PFS) e la risposta al trattamento per la fase prospettica.

Nella prima fase di questo studio (retrospettiva) sono stati utilizzati campioni fissati in
formalina ed inclusi in paraffina (FFPE) di 20 pazienti con tumore al polmone, 10 dei
quali hanno sviluppato iponatriemia e 10 eunatriemici.

Su questi campioni tissutali sono state effettuate le analisi immunoistochimiche e
quelle di genotipizzazione di 17 SNP relativi ai geni Arginine Vasopressin (AVP),
AVPRIA, Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha (HIF-1a), Vascular Endothelial
Growth Factor A (VEGF-A), Kinase Insert Domain Receptor (KDR) e Fms Related

Receptor Tyrosine Kinase 4 (FLT4).

Nella fase prospettica dello studio, sono stati arruolati 100 pazienti con diagnosi di
neoplasia polmonare, a cui sono stati prelevati, a 3 tempistiche differenti, campioni di
sangue intero e sottoposti poi alle analisi di genotipizzazione mediante Real Time PCR
e saggi TagMan.

Inoltre, dalla relativa porzione plasmatica di tali campioni sono state eseguite delle
analisi di espressione, tramite Real Time PCR e chimica del SYBR Green, di un set di
micro-RNA (miRNA) potenzialmente correlato alla condizione di iponatriemia. Tale set
di miRNA era stato precedentemente identificato mediante un’analisi di miRNA-

Sequencing eseguita sui campioni della fase retrospettiva.



In conclusione, questa ricerca si propone di fornire ulteriori dati alla comunita
scientifica in merito al valore prognostico e predittivo dell’iponatriemia nei pazienti

con tumore al polmone.



1. INTRODUZIONE

1.1 Iponatriemia

L’iponatriemia, anche denominata iposodiemia ¢ un disturbo elettrolitico caratterizzato
da una concentrazione sierica del sodio < a 135 mmol/L'? ed & causato da un effettivo
deficit di sodio o da una emodiluizione per eccesso di liquidi nel comparto
extracellulare’.

Questa condizione rappresenta uno dei disordini elettrolitici piu riscontrati nella pratica
clinica e si verifica nel 15-30% dei pazienti ospedalizzati®.

Il sodio ¢ I’osmolita piu rappresentativo del liquido extracellulare ed ¢ implicato al
centro di vari meccanismi omeostatici che regolano 1’equilibrio idro-elettrico; il suo

apporto fisiologico corrisponde a circa 130-260 mEq/die’.

Clinicamente, I’iponatriemia puo essere suddivisa in acuta o cronica in base a se siano
passate rispettivamente pit o meno di 48 ore dalla documentata insorgenza®. Questa
suddivisione spesso risulta difficile da effettuare, specialmente nei pazienti che si
presentano al pronto soccorso, in quanto ¢ solitamente complicato stabilire con certezza
quando la concentrazione di sodio abbia iniziato a diminuire®. Nei casi in cui non &
possibile definire se I’iponatriemia € acuta o cronica, questa viene considerata cronica,
a meno che non ci siano delle altre ragioni per supporre il contrario®.

Distinguere tra iponatriemia acuta e cronica € molto importante soprattutto per la
gestione del paziente a livello clinico. Nel primo caso, si ha infatti, un rischio maggiore

di sviluppare edema cerebrale in quanto il cervello non ha il tempo di adattarsi quando



si viene ad instaurare un ambiente ipotonico (in cui la minore osmolarita extracellulare

favorisce lo spostamento di acqua nelle cellule) e questo pud portare a coma e morte*®.

A seconda del livello di gravita, I’iponatriemia si puo classificare in lieve
(concentrazione di sodio sierico pari a 130-135 mmol/L), moderata (125-129 mmol/L)
o severa (<125 mmol/L)®. La sintomatologia associata all’iponatriemia ¢ variabile e
dipende sia dal livello di gravita che dalla velocita con cui si modifica la concentrazione
ematica di sodio’. Nei casi lievi-moderati, si riscontrano principalmente pazienti
asintomatici, mentre nelle forme piu severe si possono mostrare molteplici sintomi tra
cui: malessere generale, cefalea, nausea, riduzione della capacita motoria e sintomi
neurologici con un ampio grado di varieta, tra cui disturbi della parola, confusione e

convulsioni, fino al coma®.

1.1.1 Classificazione e diagnosi dell’iponatriemia

La diagnosi differenziale dell’iponatriemia viene formulata tenendo in considerazione
differenti parametri, tra cui: I’osmolalita sia plasmatica che urinaria, da valutare a non
piu di 12 ore di distanza I’una dall’altra, e la sodiuria; talora puo rendersi necessario il
dosaggio di ormoni come quelli tiroidei dell’aldosteronemia ed un fest di stimolazione
rapida con ’ACTH?.

Uno degli aspetti piu critici nel diagnosticare questo disturbo ¢ la valutazione clinica
dello stato di replezione dei liquidi corporei che comporta nel 50% dei casi una

diagnosi sbagliata della condizione di iponatriemia?.



Un altro parametro che ¢ necessario attenzionare ¢ la presenza di una nefropatia, in
quanto essa puo complicare o confondere la diagnosi di iponatriemia dato che 1 reni
perdono la capacita di regolare 1’osmolarita urinaria e la sodiuria®.

Durante I’iter diagnostico, ¢ importante effettuare un’anamnesi piu completa possibile,
tenendo in considerazione ad esempio I’eventuale assunzione di farmaci diuretici,
(soprattutto nei pazienti anziani)?, oppure farmaci che stimolano I’attivita dell’ADH,
come alcuni chemioterapici e lassativi o [’eventuale presenza di patologie

concomitanti®.

Sulla base dell’osmolalita, ossia la quantita di osmoliti attivi presenti nel siero,
I’iponatriemia viene suddivisa in ipotonica, quando il valore di osmolalita del siero ¢
inferiore a 275 mOsm/kg ed iponatriemia non-ipotonica, quando tale livello risulta

superiore a 275 mOsm/kg’.

L’iponatriemia ipotonica, inoltre, sulla base del volume extracellulare del paziente, puo
essere sotto classificata in ipovolemica, euvolemica ed ipervolemica'®.

La forma ipovolemica si manifesta a causa di una diminuzione dell’acqua e del sodio
a livello corporeo, con un eccesso relativo nella perdita del sodio'®. La perdita di soluti
puo essere legata a problematiche renali, quali nefropatie da perdita di sale o deficit di
mineralcorticoidi, o non renali, come ustioni, eccessiva sudorazione, vomito e diarrea,
spesso associate ad infezioni®!’. L’iponatriemia ipovolemica puod essere secondaria
all’utilizzo di farmaci diuretici; un esempio ¢ rappresentato dai diuretici tiazidici che

possono indurre uno squilibrio idro-elettrico?.



Anche la Sindrome da Perdita di Sali Celebrale (Cerebral salt wasting Syndrome;
CSWS) puo essere causa di insorgenza di questo tipo di iponatriemia®; questa sindrome
s1 verifica occasionalmente in pazienti affetti da patologie intracraniche e una serie di
infezioni del sistema nervoso centrale come la poliomelite o la meningite tubercolare
sono state collegate a questa condizione’.

I segni clinici dell’iponatriemia ipovolemica comprendono secchezza delle mucose,
diminuzione del turgore cutaneo, tachicardia e aumento dei livelli di urea e creatinina
nel siero'”.

La forma euvolemica ¢ la causa pit comune ed eterogenea di iponatriemia tra 1 pazienti
ospedalizzati ed & causata da un incremento di acqua corporea'’. La causa piu frequente
di questa condizione ¢ la Sindrome da Inappropriata Secrezione dell’Ormone
Antidiuretico, patologia comunemente conosciuta come SIADH (Syndrome of
Inappropriate Antidiuretic Hormone Secretion)'’; (questo aspetto verra approfondito
nel sottocapitolo 1.1.2).

L’ultima tipologia di iponatriemia ipotonica ¢ quella ipervolemica, che si verifica
soprattutto in pazienti con uno scompenso cardiaco, malattia epatica avanzata o in caso
di malattia a livello del rene’. In questa condizione, sia il sodio che I’acqua sono
aumentati, ma I’incremento di acqua “prevale” su quello del sodio, con conseguente

diluizione del plasma e livelli bassi di sodio!®!!.

Per quanto concerne, invece, I’iponatriemia non ipotonica, esistono due forme: la

pseudoiponatriemia e I’iponatriemia ipertonica®!°.



La prima, si manifesta tramite un’apparente diminuzione di sodio in corrispondenza
dell’aumento della concentrazione plasmatica di sostanze ad alto peso molecolare
come proteine e lipidi>'’; dunque, riducendosi il volume di acqua plasmatica, la
natriemia misurata appare ridotta, nonostante sia I’osmolarita che la concentrazione del
sodio nel plasma siano fisiologiche e spesso anche ottimali’.

La seconda forma, ossia quella ipertonica, si verifica a causa di un’aumentata
concentrazione di agenti osmotici attivi, come il mannitolo ed il glucosio, che non
attraversando liberamente la cellula, richiamano acqua dal compartimento

intracellulare a quello extracellulare, diluendo quindi il sodio presente’.

In genere, non si richiede il dosaggio di ADH perché innanzitutto, I’osmolalita urinaria
riflette accuratamente 1’attivita della vasopressina e, pertanto, ¢ possibile utilizzare
questo parametro piu facilmente disponibile>!. Inoltre, la vasopressina ¢ difficile da
misurare in modo affidabile in laboratori non esperti, perché si lega alle piastrine, ¢
instabile nel plasma e i1 fest commerciali non sono molto sensibili per basse
concentrazioni'?. Queste limitazioni, tuttavia, potrebbero essere in gran parte risolte
dallo sviluppo di un dosaggio per la copeptina, che ¢ il frammento c-terminale che
viene ottenuto in seguito al taglio enzimatico del precursore dell’ormone; essendo
quindi presente nelle stesse concentrazioni dell’4 VP ed essendo anche piu stabile e piu
facilmente misurabile di quest’ ultimo, la copeptina potrebbe fornire informazioni utili

nell’ambito della valutazione clinica'®!3.



Da quanto detto si deduce quindi che, avendo I’iponatriemia un’eziologia molto
complessa, al momento della diagnosi ¢ fondamentale raccogliere piu informazioni
possibili per ottimizzare il management e il trattamento del paziente che presenta tale

disturbo elettrolitico?’.

1.1.2 ADH e SIADH

L’ormone antidiuretico (4DH), anche chiamato Arginina Vasopressina (4VP), ¢ un
neuropeptide costituito da 9 amminoacidi con un ponte disolfuro tra i1 residui di
cisteina'* (Figura 1), sintetizzato dai neuroni del nucleo sopraottico e paraventricolare
dell’ipotalamo ed il cui rilascio ¢ controllato dal lobo posteriore dell’ipofisi, in risposta
ad un’aumentata osmolarita del siero o ad una diminuzione nel volume sanguigno
(volemia)!*. Questo ormone contribuisce alla regolazione dell’equilibrio idrico
dell’organismo, in quanto, in condizioni fisiologiche, aiuta a mantenere costante il

volume plasmatico, favorendo il riassorbimento di acqua da parte dei reni'*
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Figura 1. Struttura chimica della Vasopressina'®.



I geni AVPR (Arginine Vasopressin Receptor) codificano per 1 recettori della
vasopressina, di cui si distinguono 3 tipologie: Via, VIb e V2'°. Questi recettori
appartengono alla famiglia dei recettori accoppiati alle proteine G (G protein-coupled
receptors, GPCRs)'®.

Il recettore Vla si trova in diverse tipologie di cellule e media I’effetto dell’ADH a
livello cardiovascolare e regola la glicogenolisi, 1’aggregazione piastrinica, I’ansia e lo
stress'®.

I recettori V1b si trovano prevalentemente nell’ipofisi anteriore e una loro stimolazione
modula I’azione del fattore di rilascio delle corticotropine in risposta a stimoli di
stress!’.

Infine, 1 recettori V2 sono localizzati sulla membrana basolaterale delle cellule dei dotti
collettor1 a livello renale e nelle cellule endoteliali, dove la loro attivazione induce la
secrezione del fattore di Von Willebrand'’. 11 legame dell’ AVP al recettore V2 induce
I’attivazione di una proteina G che va a stimolare L’Adenilato Ciclasi (4C), con
conseguente aumento dell’Adenosina Monofosfato Ciclico (cAMP) e I’attivazione di
una protein chinasi A (PKA)'*!8. L attivazione di queste molecole produce un segnale
a cascata che porta ad una maggiore espressione e alla traslocazione dell’4QP2 nella
membrana apicale'®; inoltre, si verificano molteplici eventi di fosforilazione che
portano ad una maggiore permeabilita del canale dell’4QP2'°. Oltre alla fosforilazione,
I’AQP2 subisce ulteriori modifiche post-traslazionali, tra cui 1’ubiquitinazione e la
glutationilazione, che, probabilmente, risultano essere fondamentali per il controllo
della localizzazione cellulare, della stabilita e della corretta funzionalita di tale

proteina'. Secondo studi recenti, sono state identificate altre proteine che partecipano
10



al controllo del traffico di AQP2 dipendente dal cAMP, tra cui le SNAP REceptor

(SNARE) e le proteine di ancoraggio della Chinasi A (4KAP)'®°.

La Sindrome da inappropriata secrezione di ADH (SIADH) rappresenta una condizione
caratterizzata da iponatriemia ipotonica euvolemica e da una iperosmolarita urinaria
dovuta al rilascio inappropriato di ormone antidiuretico, anche in assenza di stimoli®°.
Questa condizione ¢ risultata essere la causa piu comune di iponatriemia, sia nei
pazienti ospedalizzati che in quelli ambulatoriali’!; inoltre & responsabile del 5-10% di
tutti i ricoveri ospedalieri, specialmente nelle unita neurochirurgiche*. Uno studio
condotto da Cuesta ¢ Thompson sui pazienti ricoverati all’Ospedale Beaumont di
Dublino riporta che la SIADH ¢ responsabile del 46% dei casi di iponatriemia®.

Le cause della SIADH sono molteplici: malattie che riguardano il sistema polmonare,
neoplasie, disordini del sistema nervoso o 1’utilizzo perpetuo di farmaci come
antinfilammatori non steroidei o chemioterapici??. Inoltre, risulta essere una condizione
comunemente riscontrata nei pazienti affetti da tumore al polmone, in particolar modo
in quello a piccole cellule (SCLC)®. La SIADH pud anche insorgere anche come
sindrome paraneoplastica in diversi tipi di tumore, con una produzione ectopica di

ormone antidiuretico®2.

In base al rilascio anomalo di AVP, ¢ possibile distinguere la SIADH in quattro
differenti classi: A, B, C e D*.
La classe A rappresenta la categoria piu comune di rilascio dell’4A VP (40% degli affetti)

ed ¢ stata prevalentemente osservata nel cancro al polmone a piccole cellule (SCLC),
11



in quanto in questo caso, il tumore stesso puo sintetizzare e secernere 4 VP nella sua
forma attiva®. Quello che accade in questo pattern & la completa mancanza di
correlazione fisiologica tra ’osmolalita e la concentrazione plasmatica di 4 VP,

La classe B interessa solo una piccola parte di pazienti affetti da SIADH ed ¢
caratterizzata da una soglia osmotica per la secrezione di AVP inferiore a quella
fisiologica. Pertanto, sono percepiti come normali valori di sodiemia di 125-135
mmol/L. A valori superiori di questa soglia, viene mantenuta la relazione lineare tra
osmolalita plasmatica e concentrazione plasmatica di A VP,

La classe rappresentata dal pattern C, invece, rappresenta una forma molto rara di
SIADH, in cui a livelli inferiori della soglia fisiologica, la secrezione di ADH non viene
soppressa, probabilmente a causa di una disfunzione dei neuroni inibitori ipotalamici.
Al di sopra di tale soglia, la correlazione lineare tra concentrazione plasmatica di 4 VP
e osmolarita viene mantenuta®!'4,

L’ultima classe, ossia la D, ¢ una tipologia molto rara in cui vengono soddisfatti i criteri
clinici per la diagnosi di SIADH, ma I’AVP non ¢ rilevabile nel plasma; questo puo
essere spiegato da un’ipotetica secrezione di una sostanza antidiuretica, non ancora

identificata, da parte delle cellule tumorali*. Inoltre, il sottotipo D, & stato recentemente

associato alla presenza di mutazioni “gain-of-function” del recettore V2'°.

1.1.3 Trattamento dell’iponatriemia e della SIADH

Per quanto concerne il trattamento dell’iponatriemia ¢ opportuno stabilire se si tratta di
una forma acuta, cronica, asintomatica o sintomatica’. Come ¢ stato gia descritto in

precedenza, per differenziare I’iponatriemia cronica da quella acuta, si utilizza un
12



valore limite di 48 ore!?. Questa classificazione ¢ utile in quanto I’iponatriemia acuta
puo causare edema celebrale a causa del tempo ridotto che hanno le cellule per adattarsi
all’ambiente ipotonico, pertanto ¢ consigliabile intervenire tempestivamente'2. Allo
stesso modo, nella condizione di iponatriemia cronica, sebbene le cellule abbiano avuto
tempo di adattarsi a questa condizione, si puo verificare la sindrome da
demielinizzazione osmotica a causa di un eccessivo incremento della tonicita
extracellulare a seguito del trattamento; dunque, risulta estremamente importante
correggere la concentrazione di sodio in maniera graduale, specialmente nelle prime

24 ore!?23,

Per formulare al meglio una terapia ¢ importante tener conto, innanzitutto, di eventuali
condizioni predisponenti quali malattie croniche, assunzione di determinati farmaci o
’eventuale stato oncologico del paziente®!2.

Per quanto concerne I’iponatriemia acuta o sintomatica, sia le linee guida europee che
statunitensi, raccomandano la somministrazione di soluzione salina ipertonica al 3%,
volta ad incrementare il livello di sodio'?>?. Questa tipologia di trattamento risulta
essere efficace e potenzialmente salvavita in caso di edema celebrale secondario
all’iponatriemia'?. Inizialmente, veniva usata la formula di Adrogué-Madias per poter
stabilire la quantita necessaria di soluzione salina ipertonica utile a correggere questo
disordine; sebbene questa formula sia piuttosto accurata, oggi si utilizza un bolo fisso,
di 100mL (linee guida statunitensi) o di 150mL (linee guida europee) per evitare

potenziali errori di calcolo'?. Questo trattamento, di norma, viene sospeso quando si

verifica una delle seguenti condizioni: il paziente diventa asintomatico o quando il
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sodio raggiunge il livello fisiologico'?. La raccomandazione principale ¢ di continuare

a monitorare il paziente cosi da evitare una ipercorrezione dell’iponatriemia!®?3.

Il trattamento dell’iponatriemia cronica sia ipervolemica che per la SIADH, invece, si
basa sulla restrizione dei fluidi; qualora questo trattamento fallisse, le linee guida
statunitensi suggeriscono 1’utilizzo dei vaptani, ossia una classe di farmaci che agisce
bloccando 1 recettori della vasopressina di tipo 2 nelle cellule del dotto collettore,
inducendo ’escrezione renale di sola acqua'??°. Un esempio di questi farmaci sono il
Tolvaptan ed il Conivaptan (quest’ultimo ha anche come bersaglio 1 recettori della
vasopressina di tipo 1)'%.

Durante uno studio condotto da Berardi ef al., sono stati arruolati 90 pazienti oncologici
(prevalentemente con cancro al polmone) provenienti da differenti ospedali, che hanno
sviluppato SIADH tra il 2010 e il 2015, 1’84% dei pazienti sono stati ricoverati in
ospedale a causa della SIADH e il 41% di essi ¢ stato trattato con il Tolvaptan®. In
questo studio ¢ emerso che la durata dell’ospedalizzazione per i pazienti che hanno
assunto il farmaco ¢ stata significativamente piu breve, dunque 1’utilizzo di farmaci
adeguati, come in questo caso il Tolvaptan giova sicuramente sulla salute del paziente

ed inoltre, riduce anche i costi apportati al Sistema Sanitario Nazionale®.

Relativamente alla SIADH, sia la linea guida europea che quella statunitense,
suggeriscono un’interessante alternativa all’utilizzo di questa classe di farmaci, ossia
I’urea, in quanto induce una diuresi osmotica andando ad aumentare 1’escrezione renale

di acqua'?.
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Il trattamento con I’urea, unito alla somministrazione di preparati orali antidiuretici a
basso dosaggio di cloruro di sodio, nonostante il costo accessibile, ha mostrato pero

un’efficacia discutibile ed effetti collaterali gastrointestinali®’.

Invece, per quanto riguarda I’iponatriemia ipovolemica, il trattamento consiste nella

somministrazione di una soluzione isotonica (NaCl 0.9%)"2.

1.1.4 L’iponatriemia nei pazienti oncologici ed il suo possibile ruolo prognostico

L’iponatriemia ¢ una condizione molto frequente nei pazienti oncologici, infatti, il 14%
di tutti 1 casi in setting ospedaliero ¢ legato a questa situazione; inoltre, il 47% dei
pazienti oncologici, alla prima ospedalizzazione, presenta iposodiemia e il 24% la
sviluppa durante il periodo di degenza®®. In generale, nei casi severi, questa
problematica aumenta il rischio di mortalita, specialmente nei pazienti affetti da tumore
e raddoppia quasi il periodo della degenza?®.

La causa principale di questo disturbo elettrolitico nei pazienti oncologici ¢ la SIADH,
in quanto puo insorgere anche come sindrome paraneoplastica in diversi tipi di tumore,
con una produzione ectopica di ormone antidiuretico (pattern A)*’.

Inoltre, I’iponatriemia nel paziente oncologico puo essere correlata direttamente al
cancro oppure alla terapia antitumorale e altri trattamenti secondari concomitanti o a
comorbidita che spesso ne costituiscono la difficile gestione®®.

Tra le varie tipologie di tumore, quelli al polmone, alla prostata, al fegato, al pancreas
e al reni, sembrano essere associati, con una frequenza elevata, a condizioni di
iponatriemia moderata-grave’»?’. Ad emergere maggiormente, tra le varianti tumorali
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sopracitate, risulta essere il carcinoma polmonare a piccole cellule (SCLC), con una

frequenza del 15%%.

I pazienti con diagnosi di tumore maggiormente esposti a questo disturbo sono 1
pazienti anziani (>65 anni), in quanto aumentano le alterazioni idro-elettrolitiche in
relazione ai fisiologici cambiamenti nell’omeostasi degli elettroliti ed anche per la
presenza di ulteriori patologie secondarie oppure a causa dell’utilizzo di farmaci

diuretici’.

Studi recenti hanno suggerito che 1’iponatriemia rappresenti un fattore prognostico
negativo per 1 pazienti affetti da cancro, pertanto un’individuazione precoce, un attento
monitoraggio ed una efficace gestione del paziente risultano di fondamentale
importanza’.

Uno studio condotto da Petereit et. al, ha preso in esame 2048 pazienti affetti da cancro
al polmone e 97 di essi presentavano iponatriemia. E stata osservata la sopravvivenza
globale (overall survival, OS) e 1 dati derivati dallo studio confermano che I’OS ¢
inferiore nei pazienti iponatriemici se posta a confronto con i pazienti eunatriemici?®,
Hansen et. al, su una coorte di 453 pazienti con SCLC ha mostrato una sopravvivenza
inferiore per i pazienti iponatriemici rispetto a quelli eunatriemici di rispettivamente
7.2 ¢ 11 mesi®.

In un ulteriore studio, sono stati analizzati 62 pazienti, 42 dei quali presentanti
mesotelioma pleurico maligno avanzato dal punto di vista istologico. Tutti 1 pazienti

hanno effettuato la chemioterapia e quello che ¢ emerso ¢ che I'insorgenza di
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iponatriemia durante il trattamento ¢ correlata ad un peggioramento della

sopravvivenza globale mediana®’.

1.2 Biomarcatori

Il termine “biomarcatore” fa riferimento ad un indicatore biologico che puo essere
messo in relazione con 1’insorgenza o lo sviluppo di una patologia®’. Un biomarcatore
puo essere distinto, in base al suo ruolo, in: diagnostico, prognostico o predittivo®®3!,
Si definisce diagnostico quando risulta essere una caratteristica che distingue un
individuo in base alla presenza o all’assenza di un preciso stato fisiologico o
patologico’.

Un biomarcatore prognostico ¢ capace di distinguere 1 pazienti per grado di rischio di
insorgenza della malattia o in base alla progressione di un aspetto specifico della
malattia®®, mentre si utilizza il termine “predittivo” quando ¢ possibile riconoscere i
pazienti in base alla loro probabilita di risposta ad uno specifico trattamento o meno*’.
Grazie alla loro scoperta, nel corso degli anni, sono stati fatti enormi passi in avanti per
quanto concerne la diagnostica, la valutazione del rischio, la prognosi, 1’efficacia del
trattamento o la sua tossicita®?.

L’obiettivo futuro ¢ quello di mettere a punto dei metodi “point-of-care” per la
diagnosi di patologie tumorali che comprendano solo fest non invasivi e convenienti®2.
L’importanza dei biomarcatori in oncologia ¢ stata solo recentemente riconosciuta, ma

il loro impiego ¢ stato cruciale nella diagnosi precoce del cancro, riducendo

significativamente la mortalita causata dalla patologia stessa’!.
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Esempi di biomarcatori studiati ed analizzati in campo oncologico troviamo i micro-

RNA (miRNA)*® ed i polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs)*.

1.2.1 I micro-RNA: biogenesi, funzioni ed applicazioni

I micro-RNA sono piccole sequenze di RNA di circa 22 nucleotidi, organizzate in un
singolo filamento. Non codificano per alcuna proteina, ma rivestono un ruolo
fondamentale nella regolazione genica; infatti, controllano circa il 30%
dell’espressione dei geni a livello post-trascrizionale*>*. Il loro coinvolgimento nei
processi biologici ha spinto 1 ricercatori di tutto il mondo ad investigarne gli aspetti
molecolari, essi infatti possono funzionare come soppressori tumorali o oncogenti,
favorire ’apoptosi selettiva, promuovere la differenziazione e regolare il ciclo
cellulare®.

Queste piccole sequenze di RNA possono originarsi da una via biosintetica classica
(Figura 2) oppure da pathway non canonici *’. La via biosintetica classica dei miRNA
inizia con la trascrizione dei corrispettivi geni ad opera dell’RNA polimerasi II in un
pri-miRNA, avente una struttura a forcina (stem-loop) e che costituisce il trascritto

primario del miRNA, con estensioni a singolo filamento al 3’ e 5736,
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Figura 2. Tllustrazione dei principali processi e delle molecole coinvolte nella

biogenesi dei MicroRNA*.

11 trascritto primario viene processato da una RNAsi di tipo I1I (Drosha)*, aiutata anche
da una proteina che ha il compito di legare il doppio filamento (DGCRS), che lo
converte in un precursore definito pre-miRNA. Successivamente, i1l complesso
Esportina-5-Ran-GTP trasporta il precursore nel citoplasma dove, grazie all’azione di
un’altra RNAsi di tipo 11 (Dicer)***!, viene tagliato in modo tale da perdere il loop
terminale ed ottenere un duplex®’. 1l duplex formato viene accoppiato ad una proteina
Argonauta (AGO)*®, formando il complesso mi-RISC (miRNA-induced silencing

complex) che possiede attivitd endonucleasica®®. Solitamente, solo uno dei due
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filamenti del duplex rimane ancorato al complesso (5p o 3p), ovvero il guide strand
(filamento guida) che rappresenta il micro-RNA maturo®.

La scelta del filamento guida si basa sulla ridotta stabilita termodinamica al 5° e
presenza dell’Uracile in posizione 1 al 5’ in quanto questi aspetti permettono una
maggiore associazione con le proteine AGO°.

Affinché 1 miRNA possano svolgere le loro funzioni, € importantissima la formazione
del miRISC: all’interno di questo complesso, 1 micro-RNA vengono diretti verso
specifiche regioni a livello del 3°-UTR degli RNA messaggeri e qui esercitano la loro
attivita di repressione post-trascrizionale, degradando o inattivando la traduzione®’.
Quindi 1 miRNA funzionano come dei “direttori d’orchestra”, silenziando I’attivita di

determinati geni e favorendone quella di altri*’.

Per quanto concerne la biogenesi non canonica, essa puo essere suddivisa in due vie:
Drosha/DGCRS- indipendente e Dicer-indipendente®’. Nella prima delle due vie i pre-
miRNA prodotti, nonostante non abbiano subito il processamento da parte di Drosha,
assomigliano ai substrati per Dicer; pertanto, questi possono essere direttamente
esportati nel citoplasma ed entrare quindi nella via canonica. Un esempio di questi pre-
miRNA, sono rappresentati dai mirtroni, che vengono prodotti dagli introni dell’mRNA
durante lo splicing®’.

La seconda via, ossia quella Dicer-indipendente, si basa sul processamento dei miRNA
da parte di Drosha partendo da trascritti endogeni di short hairpin RNA (shRNA)?’.

Questi pre-miRNA, non essendo dei substrati idonei per Dicer, effettuano la loro
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maturazione grazie da AGO2 e possono diventare quindi maturi all’'interno del

citoplasma®’.

1.2.2 Polimorfismi a singolo nucleotide

I polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) consistono nella sostituzione di una singola
base di DNA* e sono presenti nella popolazione con una frequenza allelica minore pari
o superiore all’1%*. Essi costituiscono la piti comune tipologia di variazione genetica
riscontrata nell’uomo, rappresentando, il 90% di tutti i polimorfismi* e sono localizzati
sia nelle regioni genomiche non codificanti che quelle codificanti*®*’. Nell’'uomo, la
maggior parte dei polimorfismi a singolo nucleotide rientra nell’equilibrio di Hardy-
Weinberg (HWE), un principio fondamentale della genetica di popolazione secondo il
quale 1 genotipi AA, AB e BB di un marker genetico di-allelico dovrebbero

manifestarsi con una frequenza rispettivamente di p?, 2pq e q°, dove p e q indicano,

48
nell’ordine, la frequenza dell’allele A e dell’allele B .

1.2.3 Funzione ed applicazione degli SNPs

Gli SNPs possono causare variazioni missenso (25%) o silenti (25%)*": il primo caso
determina un cambiamento della sequenza amminoacidica data dalla sostituzione di
una singola base all’interno della sequenza nucleotidica, il secondo caso prevede che
non si verifichi alcun effetto nella sequenza amminoacidica nonostante la medesima

sostituzione,
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Gli SNPs possono essere responsabili della suscettibilita alle malattie, della risposta ai
farmaci e dell’evoluzione del genoma; sebbene essi influenzino le funzioni geniche,
molti di essi non risultano deleteri per gli organismi*’. Negli ultimi anni, il mondo della
ricerca ha intrapreso numerosi sforzi per sviluppare metodi di genotipizzazione degli
SNPs e grazie a questi, oggi, ¢ disponibile un’ampia collezione di SNPs*’ da poter usare
come markers nello studio della genetica delle malattie oppure nello studio di reazione

ai farmaci®.
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2. OBIETTIVO
L’obiettivo del presente studio ¢ quello di ricercare possibili biomarcatori correlati con
la condizione di iponatriemia in pazienti affetti da carcinoma polmonare ed indagarne

il loro possibile ruolo prognostico e predittivo.

Per giungere a questo obiettivo, ¢ stato effettuato sia uno studio di 17 polimorfismi a
singolo nucleotide (SNP) localizzati nei geni AVP, AVPRIA, HIF-a, VEGF-A, KDR ¢
FLT4, mediante Real-Time PCR e saggi TagMan, sia delle analisi di
immunoistochimica dei recettori dell’AVP (AVPRIA, AVPRIB e AVPR?2), che una
valutazione dell’espressione di un set di micro-RNA (miRNA) mediante Real-Time PCR

e chimica del SYBR Green.

Per la fase retrospettiva dello studio, sono stati utilizzati campioni fissati in formalina
ed inclusi in paraffina (Formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) di 20 pazienti con
tumore al polmone, di cui 10 che hanno sviluppato iponatriemia ¢ 10 eunatriemici.

In particolare, sui campioni di tessuto tumorale sono state effettuate le analisi

immunoistochimiche e quelle analisi di genotipizzazione degli SNP.

Per quanto riguarda invece la fase prospettica, sono stati arruolati 100 pazienti con
diagnosi di neoplasia polmonare, a cui sono stati prelavati campioni di sangue a diverse
tempistiche di trattamento.

Tali campioni sono stati sottoposti alle analisi di genotipizzazione dei 17 SNP citati

precedentemente. Inoltre, sulla relativa porzione plasmatica sono state condotte delle
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analisi di espressione di un set di miRNA, potenzialmente correlato alla condizione di
iponatriemia, che era stato identificato precedentemente nella fase retrospettiva del
progetto mediante miRNA-Sequencing, confrontando sia campioni FFPE tumorali che

peritumorali dei 20 pazienti.

Infine, mediante analisi statistiche, saranno effettuate delle correlazioni tra 1
biomarcatori analizzati in entrambe le fasi del progetto, lo stato natriemico e gli

outcome clinici dei pazienti.

Questo studio si propone dunque di identificare dei biomarcatori utili dal punto di vista
diagnostico e/o terapeutico, nonché di apportare nuovi risultati alla comunita
scientifica, implementando le conoscenze che stanno alla base dell’iponatriemia in
pazienti con tumore al polmone.

Attualmente, in letteratura, non ci sono evidenze di biomarcatori correlabili con
I’iponatriemia nel tumore al polmone; pertanto, tale ricerca risulta di estrema
importanza, soprattutto se si pensa al fatto che questo disturbo elettrolitico ¢ correlato
ad un aumento della morbilita e della mortalita nei pazienti oncologici, nonché della

durata dei ricoveri negli ospedali®’.
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3. MATERIALI E METODI
3.1 Pazienti

Nella fase retrospettiva di questo studio, ¢ stata presa in considerazione una casistica
di 20 pazienti con carcinoma non a piccole cellule polmonari (Non-Small Cell Lung
Cancer;, NSCLC) composta da 10 pazienti eunatriemici € 10 che hanno sviluppato
iponatriemia.

Le analisi di questa prima fase del progetto sono state eseguite sui campioni tumorali
FFPE di questi pazienti. Tali campioni sono stati forniti dall’ Anatomia Patologica
dell’ Azienda Ospedaliero-Universitaria delle Marche e sono stati raccolti dal 2004 al

2019.

Nella fase prospettica del progetto, dal 2020 al 2023 sono stati arruolati 100 pazienti
consecutivi con diagnosi di neoplasia polmonare, sia con malattia localmente avanzata
(stadio III) non operabili chirurgicamente al momento della diagnosi, sia pazienti con
neoplasia metastatica (stadio IV). Per quanto concerne 1 trattamenti terapeutici, 1
pazienti sono stati sottoposti a chemioterapia, immunoterapia o una combinazione di
entrambi. Nello specifico, 1 pazienti con stadio II1IB sono stati sottoposti a trattamento
chemioterapico di induzione e radioterapia, concomitante o sequenziale, ed eventuale
terapia di consolidamento con immunoterapia.

Di questi pazienti, ¢ stato raccolto il sangue intero in provette dal tappo viola contenenti
I’anticoagulante acido etilendiamminotetraacetico (EthylenDiaminoTetracetyc Acid,
EDTA), da parte del personale infermieristico della Clinica Oncologica dell’ Azienda

Ospedaliero-Universitaria delle Marche in tre tempi successivi: al baseline, ossia prima
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di iniziare D’iter terapeutico antitumorale (TO), prima dell’inizio del terzo ciclo di
terapia (T1) e prima della rivalutazione strumentale della malattia, ovvero prima del

quinto ciclo di trattamento (T2).

Per tutti 1 pazienti arruolati per il progetto sono stati raccolti i dati clinico-laboratoristici
(compreso lo stato di natriemia), nonché 1 dati relativi alle caratteristiche istologiche,
biomolecolari di malattia e agli outcome clinici.

Lo stato di natriemia ¢ stato valutato nel periodo compreso tra il baseline ed 11 T2 ed 1
pazienti sono stati definiti iponatriemici qualora la concentrazione di sodio sierica fosse
risultata pari o inferiore a 135 mEq/L.

Inizialmente, 1 pazienti sono stati suddivisi nei seguenti gruppi:

. Pazienti eunatriemici nell’intero periodo considerato;
. Pazienti con almeno una misurazione di iponatriemia nel periodo preso in
considerazione.

Per quanto riguarda il gruppo degli iponatriemici, 1 pazienti sono stati successivamente
sottoclassificati in:

. Pazienti eunatriemici al basale e con almeno una misurazione di iponatriemia
durante il corso della terapia fino al T2;

. Pazienti iponatriemici solo al baseline;

. Pazienti iponatriemici al basale e con almeno una misurazione di iponatriemia

durante il corso della terapia fino al T2.
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Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico della Regione Marche (CERM) in data

01/10/2020 (numero di riferimento: 2020 248).

3.2 Analisi di genotipizzazione dei Polimorfismi a Singolo Nucleotide
3.2.1 Estrazione del DNA da campioni FFPE

Per I’estrazione del DNA da campioni FFPE ¢ stato utilizzato il QIAmp DNA FFPE

Advanced UNG kit (Qiagen), seguendo il seguente protocollo:

1. Inserire le sezioni FFPE in un’eppendorf da 1.5mL

2. Aggiungere 300l di Deparaffinization Solution, agitare mediante vortex per 10
secondi e centrifugare brevemente;

3. Incubare a 56°C per 3 min e successivamente lasciare raffreddare a temperatura
ambiente;

4. Aggiungere 25ul del Buffer FTB, 55ul di acqua RNase-free e 20ul di Proteasi K.
Agitare mediante vortex e centrifugare brevemente;

5. Incubare per 1 ora a 56°C a 1000rpm e successivamente per 1 ora a 90°C,;

6. Centrifugare brevemente per far cadere eventuali gocce di campione rimaste sulla
parete delle provette;

7. Rimuovere accuratamente la fase blu che si ¢ creata sovrastante e tenere il lisato
acquoso sottostante;

8. Aggiungere 115ul di acqua RNase-free e 35ul di UNG, agitare mediante vortex ed
incubare a 50°C per 5 minuti. Centrifugare brevemente;

9. Aggiungere 2ul di RNase A, agitare mediante vortex ed incubare a temperatura

ambiente per 2 minuti. Centrifugare brevemente;
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10. Aggiungere 20ul di Proteasi K, agitare mediante vortex ed incubare per 15 minuti
a 65°C a 450rpm. Centrifugare brevemente;

11. Aggiungere 250ul del Buffer AL e 250l di etanolo (96-100%) in ogni campione,
agitare mediante vortex e centrifugare brevemente;

12. Trasferire 450ul del lisato in una QIAmp UCP MinElute column e centrifugare a
15.000xg per 30 secondi;

13. Trasferire la restante parte di lisato nella QIAmp UCP MinElute column e
centrifugare a 15.000xg per 1 minuto. Scartare il liquido e riutilizzare il tubo
sottostante;

14. Aggiungere 500ul del Buffer AW1 in ogni colonnina e centrifugare a 15.000xg per
30 secondi. Scartare il liquido e riutilizzare il tubo sottostante;

15. Aggiungere 500ul del Buffer AW2 in ogni colonnina e centrifugare a 15.000xg per
30 secondi. Scartare il liquido e riutilizzare il tubo sottostante;

16. Aggiungere 250ul di etanolo (96-100%) alla colonnina e centrifugare a 15.000xg
per 30 secondi. Scartare il liquido ed il tubo di raccolta e mettere la colonnina in un
nuovo tubo da 2mL. Centrifugare per 3 minuti alla massima velocita;

17. Traferire la QlAmp UCP MinElute column in una nuova provetta da 1,5mL.
Aliquotare 20-100ul del Buffer ATE al centro della membrana;

18. Chiudere il tappo e incubare a temperatura ambiente per 5 minuti;

19. Centrifugare alla massima velocita per 1 minuto;

20. Stoccare 1 campioni di DNA a -20°C.
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3.2.2 Estrazione del DNA da campioni di sangue intero mediante Qiacube

L’estrazione del DNA da campioni di sangue intero ¢ stata effettuata tramite lo
strumento QIAcube (Figura 3) utilizzando il Qiamp DNA Blood Mini Kit, entrambi
della ditta Qiagen. 1l sangue intero da cui si ¢ effettuata tale procedura deriva da una
delle provette con tappo viola raccolte al basale (T0) e successivamente conservata a -
20°C.

La procedura di estrazione di seguito descritta permette di effettuare 1’estrazione del
DNA fino a 12 campioni simultaneamente, riducendo notevolmente i tempi di
esecuzione della procedura che potrebbe essere effettuata anche manualmente

dall’ operatore.

Figura 3. Rappresentazione dello strumento QIAcube, utilizzato per I’estrazione

automatizzata del DNA da campioni di sangue intero°.
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Prima dell’estrazione, 1’operatore deve effettuare le seguenti operazioni:

1. Scongelare le provette di sangue intero a temperatura ambiente;

2. Trasferire 200pul di sangue in ogni Sample Tube;

3. Allestire gli adattatori (Figura 4) inserendo una colonnina in posizione 1 e nella
posizione 3 un tubo di eluizione da 1.5mL, contrassegnate in maniera opportuna.
La provetta inserita nella posizione 3, come indica il suo nome, verra utilizzata per
I’eluizione, che con il protocollo eseguito per il progetto avverra in un volume di
100ul. La posizione 2 invece rimane vuota in quanto viene utilizzata dallo

strumento per lo scarico del materiale durante la procedura;

Rotor Adapter

Figura 4. Immagini dell’adattatore per il Qiacube. A sinistra, I’adattatore da inserire
nell’apposita centrifuga dello strumento, mentre a destra lo stesso adattatore

schematizzato con indicate le 3 postazioni descritte nel testo™°.

4. Controllare che la quantita dei reagenti sia sufficiente per portare a termine
I’estrazione, altrimenti rabboccare fino al segno indicativo;
5. Controllare che la quantita di puntali sia sufficiente, altrimenti aggiungerne altri da

200pl e da 1000pl;
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. Allestire lo shaker inserendo i gommini secondo quanto indicato nella scheda

tecnica e parallelamente aggiungere gli adattatori nella centrifuga del macchinario,
posizionandoli seguendo lo stesso ordine utilizzato per allestire lo shaker e

confrontandosi sempre con quanto riportato nella scheda tecnica;

. Aggiungere la proteinasi K in una provetta da 1.5mL che verra posizionata poi

all’interno dello strumento nella postazione A (guardare sempre la scheda tecnica

per capirne le quantita richieste);

. Chiudere lo strumento ed impostare il protocollo di estrazione desiderato.

Lo strumento provvedera ad effettuare I’estrazione in automatico tramite i seguenti

passaggi:

1.

2.

6.

7.

Aggiunta di 20ul di proteinasi K in ogni Sample Tube contenente il campione;

Aggiunta di 200ul di Buffer AL e agitazione per 15 secondi;

. Incubazione a 56°C per 10 minuti;

. Aggiunta di 200ul di Etanolo (96-100%) in ciascun campione ¢ agitazione per 15

secondi;

. Applicazione della miscela ottenuta dallo step 4 alla QIAmp Mini spin column e

centrifuga a 6.000xg per 1 minuto;
Aggiunta di 500l di Buffer AW1 alla colonnina e centrifuga a 6.000xg per 1 minuto;

Aggiunta di 500ul di Buffer AW?2 alla colonnina e centrifuga alla massima velocita

per 3 minuti;

8.

Aggiunta di 100ul di Buffer AE alla colonnina posizionata nella provetta di

eluizione;
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9. Incubazione a temperatura ambiente per 1 minuto e centrifuga a 6.000xg per 1

minuto.

Una volta terminato il processo, il DNA ottenuto verra conservato a -20°C.

3.2.3 Valutazione della purezza del DNA estratto mediante Nanodrop

Per valutare la purezza dei campioni di DNA ¢ stato utilizzato lo spettrofotometro
NanoDrop 2000C (ThermoFisher), mostrato in Figura 5, prendendo in considerazione
il rapporto tra I’assorbanza misurata a 260nm e quella a 280nm, che corrispondono
rispettivamente alla lunghezza d’onda di assorbimento degli acidi nucleici e delle
proteine. Il campione di interesse viene considerato con un buon grado di purezza

quando tale rapporto ¢ circa 1,8-2,0.

Figura 5. NanoDrop 2000C. 11 piedistallo, indicato dalla freccia, rappresenta la parte

dello strumento adibita al caricamento dei campioni da analizzare.
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La procedura utilizzata per la valutazione della purezza del DNA estratto ¢ la seguente:

1.

2.

Effettuare un lavaggio del piedistallo dello strumento con acqua MilliQ;

Pulire il piedistallo con carta assorbente;

. Effettuare il bianco posizionando 2ul del Buffer, utilizzato per 1’eluizione dei

campioni durante il protocollo di estrazione, sull’apposito piedistallo;

. Pulire il piedistallo con carta assorbente;

. Posizionare 2l di campione sull’apposito piedistallo e procedere con la lettura;
. Pulire il piedistallo con carta assorbente;

. Ripetere I’operazione per tutti i campioni di interesse;

. Effettuare nuovamente il lavaggio del piedistallo con acqua MilliQ.

3.2.4 Quantificazione del DNA al Qubit

I DNA estratto ¢ stato quantificato mediante il fluorimetro Qubit (Figura 6)

utilizzando 1l kit Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit, entrambi della ditta Invitrogen.

Mediante quest’ultimo, lo strumento permette di effettuare la quantificazione rilevando

la fluorescenza emessa da un reagente quando si intercala nel DNA a doppio filamento

(dsDNA). Inizialmente, si effettua la lettura di due Standard a concentrazione nota

(rispettivamente 0 ng/pl e 10 ng/ul) per creare una retta di calibrazione, la quale verra

utilizzata per determinare, sulla base della fluorescenza rilevata, la concentrazione dei

campioni d’interesse.
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Figura 6. Fluorimetro Qubit. Nella rappresentazione viene indicata con una freccia

la parte dello strumento adibita all’alloggiamento dei campioni da quantificare.

Il protocollo utilizzato viene riportato a seguire:

1. Siglare gli Qubit Assay Tubes da 0.5mL;

2. Aggiungere la Qubit 1X dsDNA Working Solution ed 1 Standard/campioni di
interesse in ciascun Qubit Assay Tube come indicato a seguire. Il volume finale di
ogni provetta deve essere di 200ul.

e Per gli Standard 1 e 2: aliquotare 190ul di Working Solution e 10ul del
rispettivo Standard,

e Per i campioni: aliquotare 198l della Working Solution e 2l del campione
di DNA;

3. Agitare mediante vorfex tutti 1 tubicini per 3-5 secondi e centrifugare brevemente
(evitando la formazione di bolle che potrebbero influire negativamente con il

processo di quantificazione);
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4. Incubare 1 tubicini allestiti a temperatura ambiente per 2 minuti.

Per quanto concerne la lettura allo strumento, si ¢ utilizzata la seguente procedura:

1. Nella pagina “Home” cliccare “dsDNA” e “1X dsDNA High Sensivity”;

2. Inserire lo Standard 1 e procedere alla lettura selezionando “Read standard”,;

3. Ripetere il precedente step anche per lo Standard 2,

4. Inserire il campione di interesse e procedere alla lettura cliccando su “Run

samples”. Ripetere 1’operazione per tutti 1 campioni.

3.2.5 Analisi dei polimorfismi a singolo nucleotide su campioni di DNA estratti
da FFPE

Relativamente alla fase retrospettiva, I’analisi di genotipizzazione dei polimorfismi a
singolo nucleotide ¢ stata condotta sul DNA estratto da campioni FFPE tumorali dei
20 pazienti arruolati.

Il genotipo degli SNP selezionati ¢ stato determinato mediante lo strumento
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizzando la TaqPath
ProAmp Master Mix ed 1 TagMan SNP Genotyping Assays, entrambi della ditta

ThermoFisher.

La procedura utilizzata ¢ riportata di seguito:

1. Diluire 1 campioni di DNA in acqua nuclease-free in modo tale da ottenere una

concentrazione finale di 0.5ng/pl;
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2. Preparare la mix di reazione basandosi sul numero totale dei campioni, tenendo
conto di un 10% di eccesso e di almeno 2 controlli negativi (N7C), come riportato

nella seguente tabella

Reagente Quantita per reazione
TagPath™ ProAmp™ Master Mix Sul
Saggio TagMan 20X 0.5ul
Acqua nuclease-free 0.5ul
Volume totale per pozzetto 6pul

3. Agitare mediante vortex la mix di reazione e centrifugare brevemente;

4. Dispensare 6ul della mix di reazione in ogni pozzetto della piastra MicroAmp
Optical 96-Well Reaction Plate (ThermoFisher);

5. Agitare mediante vortex 1 campioni di DNA precedentemente diluiti e centrifugare
brevemente;

6. Aggiungere 4ul di DNA (2ng totali) ad ogni pozzetto della piastra (volume finale di
10ul);

7. Sigillare la piastra tramite 1’apposito film ottico MicroAmp Optical Adhesive Film
(ThermoFisher) e centrifugarla brevemente;

8. Caricare la piastra nello strumento ed impostare il seguente profilo termico in

modalita “Standard”:
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Step Temperatura Tempo Cicli
Pre-read 60°C 1 minuto
Attlvaz.lone d.ella 95°C 10 minuti Hold
polimerasi
Denaturazione 95°C 15 secondi 40
Annealing/Estensione 60°C 1 minuto
Post-read 60°C 1 minuto

9. Analizzare 1 dati tramite il TagMan Genotyper Software.

3.2.6 Analisi dei polimorfismi a singolo nucleotide su campioni di DNA estratti da

sangue intero

Per la fase prospettica dello studio, I’analisi di genotipizzazione degli SNP ¢ stata

condotta sul DNA estratto da campioni di sangue intero dei 100 pazienti arruolati. La

determinazione dei genotipi ¢ stata effettuata mediante lo strumento QuantStudio 3

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizzando la TagMan Genotyping

Master Mix ed 1 TagMan SNP Genotyping Assays, entrambi della ditta ThermoFisher.

La procedura utilizzata ¢ riportata di seguito:

1. Diluire 1 campioni di DNA in acqua nuclease-free per avere una concentrazione

finale di Sng/pl;

2. Preparare la mix di reazione basandosi sul numero totale dei campioni, tenendo

conto di un 10% di eccesso e di almeno 2 controlli negativi (N7C), come riportato

nella tabella:
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Reagente Quantita per reazione
TagMan Genotyping Master Mix Sul
Saggio TagMan 20X 0.5ul
Acqua nuclease-free 2.5u
Volume totale per pozzetto 8ul

3. Agitare mediante vortex la mix di reazione e centrifugare brevemente;

4. Dispensare 8ul della mix di reazione in ogni pozzetto della piastra MicroAmp
Optical 96-Well Reaction Plate (ThermoFisher);

5. Agitare mediante vortex 1 campioni di DNA precedentemente diluiti e centrifugare

brevemente;

6. Aggiungere 2ul di DNA (10ng totali) ad ogni pozzetto della piastra (volume finale

di 10ul);

7. Sigillare la piastra tramite 1’apposito film ottico MicroAmp Optical Adhesive Film

(ThermoFisher) e centrifugarla brevemente;

8. Caricare la piastra nello strumento ed impostare il seguente profilo termico in

modalita “Standard”:

Step Temperatura Tempo Cicli
Pre-read 60°C 1 minuto
Attlvaz.lone d.ella 95°C 10 minuti Hold
polimerasi
Denaturazione 95°C 15 secondi 40
Annealing/Estensione 60°C 1 minuto
Post-read 60°C 1 minuto

9. Analizzare 1 dati tramite i1l TagMan Genotyper Software.
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3.3 Analisi di espressione dei miRNA

3.3.1 Raccolta dei campioni plasmatici

Per ciascun paziente arruolato per la fase prospettica del progetto, sono stati raccolti

prelievi di sangue a specifici timepoints utilizzando delle provette contenenti

I’anticoagulante EDTA (tappo viola). Entro circa 2 ore dall’esecuzione del prelievo da

parte del personale infermieristico, le provette sono state processate in laboratorio, al

fine di ottenere campioni plasmatici, mediante il seguente protocollo:

1. Invertire delicatamente le provette di sangue intero per 8-10 volte

2. Centrifugare le provette a 1.100xg per 20 minuti

3. Prelevare il surnatante (plasma) con una pipetta Pasteur monouso RNAse-free da
3mL, tenendosi ad una distanza di circa 1cm dal buffy coat e dai globuli rossi;

4. Trasferire il plasma in un tubo da 5-15mL e miscelare attraverso 1’utilizzo della
Pasteur;

5. Aliquotare il plasma in delle provette RNAse-free da 2mL e centrifugare a 4°C per
7 minuti a 10.000xg;

6. Trasferire 1l surnatante in delle nuove provette da 2mL RNAse-free,
precedentemente siglate, senza disturbare il pellet;

7. Stoccare 1 campioni plasmatici nel congelatore a -80°C.

3.3.2 Estrazione dei miRNA da campioni di plasma

L’estrazione dei miRNA da campioni di plasma ¢ stata effettuata mediante 1’utilizzo del
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen). Questo kit permette di purificare
I’RNA totale circolante, principalmente miRNA ed altri piccoli RNA. Inoltre, si ¢

utilizzata una Mix di 3 Spike-in (Unisp2, Unisp4 e Unisp5), aventi diverse
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concentrazioni note, del kit miRCURY RNA Spike-in kit, al fine di poter effettuare un

controllo-qualita della procedura.

A seguire viene riportato il protocollo eseguito per effettuare la procedura di estrazione:

1.

2.

Scongelare 1 campioni di plasma a temperatura ambiente;

Miscelarli adeguatamente e centrifugare;

. Trasferire 200ul di plasma in una provetta da 2mL;

. Aggiungere 60ul del Buffer RPL, agitare mediante vortex per almeno 5 secondi e

incubare a temperatura ambiente per 3 minuti;

. Aggiungere 1pl di Spike-in mix (Unisp2, Unisp4 e UnispJ);

. Aggiungere 20ul del Buffer RPP, agitare mediante vortex per almeno 20 secondi ed

incubare a temperatura ambiente per 3 minuti;

. Centrifugare le provette a 12.000xg per 3 minuti a temperatura ambiente e

controllare che il surnatante sia limpido ed incolore;

Trasferire il surnatante (circa 230ul) in una nuova provetta da 2mL;

. Aggiungere 1 volume di isopropanolo, agitare mediante vortex e centrifugare

brevemente;

10. Trasferire I’intero campione in una colonnina RNeasy UCP MinElute spin column

e centrifugare a 8.000xg per 15 secondi. Scartare il liquido;

11. Posizionare la colonnina in un nuovo tubo di raccolta. Aggiungere 700ul del Buffer

RWT e centrifugare a 8.000xg per 15 secondi. Scartare il liquido e riutilizzare 1l tubo

sottostante;
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12. Posizionare la colonnina in un nuovo tubo di raccolta. Aggiungere 500ul del Buffer
RPE centrifugare a 8.000xg per 15 secondi. Scartare 1l liquido e riutilizzare il tubo
sottostante;

13. Posizionare la colonnina in un nuovo tubo di raccolta. Aggiungere 500ul di etanolo
(80%) e centrifugare per 2 minuti a 8.000xg;

14. Rimuovere la colonnina dal tubo sottostante e posizionarla in un nuovo tubo di
raccolta da 2mL;

15. Aprire il tappo e centrifugare alla massima velocita per 5 minuti;

16. Posizionare la colonnina in una nuova provetta da 1.5mL e aggiungere 20ul di
acqua RNase-free al centro della membrana;

17. Incubare per 1 minuto a temperatura ambiente;

18. Centrifugare per 1 minuto alla massima velocita;

19. Stoccare 1 campioni di RNA a -80°C.

3.3.3 Sintesi del cDNA

L’RNA estratto, per poter essere sottoposto ad amplificazione mediante PCR, deve
essere retrotrascritto in cDNA. 11 kit che ¢ stato utilizzato ¢ il miRCURY LNA RT della
Qiagen, che permette di effettuare la poliadenilazione dei miRNA e di conseguenza il
processo della retrotrascrizione utilizzando dei primer oligo-dT. Per controllare che
anche questo processo avvenga correttamente, durante la procedura viene aggiunto un
volume ben preciso di un RNA esogeno a concentrazione nota, ovvero lo Spike-in

denominato Unispé.
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Di seguito viene riportato il protocollo di retrotrascrizione (da eseguire in ghiaccio):

1. Siglare i tubicini da 200uL per PCR,;

2. Preparare una mix di reazione considerando il numero totale di campioni, della
necessita di un controllo negativo e di un 10% di eccesso, seguendo quanto indicato

nella seguente tabella:

Volume per ogni
Reagenti p g
campione

5X miRCURY SYBR Green RT Reaction Buffer 2ul

Acqua RNase-free 3.3ul
10X miRCURY RT Enzyme Mix 1ul

Unisp6 RNA Spike-in 0.5ul

Volume totale per reazione 6.8ul

W

. Miscelare e centrifugare brevemente la mix di reazione;

4. Distribuire 6.8ul di mix in ogni provetta da PCR da 200ul;

N

. Aggiungere 3.2ul di campione di RNA in ogni provetta;
6. Miscelare e centrifugare brevemente;
7. Posizionare le provette di reazione nel termociclatore SimplyAmp Thermal Cycler

(Applied Biosystem) impostando il seguente profilo termico:

Step Tempo Temperatura
Retrotrascrizione 60 minuti 42°C
Inattivazi Il o
nattlvazpne della 5 minuti 95°C

reazione
Stoccaggio 00 4°C
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8. Centrifugare brevemente le provette;
9. Trasferire il cDNA ottenuto in provette DNA-Low binding (ovvero con basso legame
per gli acidi nucleici);

10. Stoccare 1 campioni di cDNA a -20°C.

3.3.4 Analisi di Real-time PCR per la valutazione della qualita dell’iter
laboratoristico e del grado di emolisi dei campioni plasmatici

Per valutare 1’affidabilita dei processi di estrazione e retrotrascrizione e per stimare il
grado di emolisi dei campioni, ¢ stata effettuata una corsa di Real-Time PCR. Per
questo processo si utilizzano il miRCURY LNA SYBR Green PCR kit ed 1 miRCURY
LNA miRNA PCR Assays, entrambi della Qiagen. In particolare, con questa analisi
vengono testati 1 controlli esogeni inseriti nei passaggi precedenti, ovvero gli Unisp2,4
e 5, durante I’estrazione, e I’ Unisp6, durante la retrotrascrizione, in modo da decretare
la buona riuscita o meno dei due processi. Inoltre, per avere un’idea del grado di emolisi
dei campioni, vengono testati anche i miRNA miR-451a e miR-23a-3p°!. Il miRNA
miR-451a ¢ presente negli eritrociti mentre il miR-23a-3p € noto essere relativamente
stabile nel plasma, percio effettuare un rapporto (miR-Ratio) tra questi 2 miRNA ci
permette di dire se il campione ¢ caratterizzato da emolisi (valore di delta-Ct >7) o

meno (valore di delta-Ct <7)°!.

Il protocollo per la Real-Time PCR viene riportato a seguire:
1. Scongelare 1 campioni a temperatura ambiente

2. Preparare una diluizione del cDNA 1:30 utilizzando acqua RNAse-free;
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3. Preparare la mix di reazione considerando il numero totale di campioni, includendo

1 controlli negativi e un 10% di eccesso, secondo quanto indicato dalla seguente

tabella:
. Volume per ogni
Reagenti .
campione
2X miRCURY SYBR Green Master Mix + ROX
Sul
Reference Dye
Primer di PCR risospesi 1ul
Acqua RNase-free 1ul
Volume di reazione totale Tul

Reaction Plate (ThermoFisher);

(ThermoFisher);

. Miscelare la mix di reazione e centrifugare brevemente;

. Aggiungere 3ul di ogni campione di cDNA e mescolare;

. Dispensare 7ul di mix in ciascun pozzetto della piastra MicroAmp Optical 96-Well

. Sigillare la piastra con 1’apposito film ottico MicroAmp Optical Adhesive Film

. Centrifugare brevemente la piastra e cariarla nello strumento QuantStudio 3 Real-

Time PCR System (Applied Biosystem), impostando il seguente profilo termico:

Numero

Step Tempo Temperatura | Ramp rate di cicli Note
Attivazione iniziale 2 minuti 95°C Fast Mode
Denaturazione 10 secondi 95° Fast Mode
40 Raccolta dei
Annealing/Estensione | 60 secondi 56°C Fast Mode dati di
fluorescenza
Analisi dell di
alisi egcurva i 60.95°C
melting
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9. Utilizzare il ThermoFisher Cloud per una prima analisi dei dati ottenuti.

3.3.5 Real-time PCR per I’analisi di espressione dei miRNA

L’analisi di espressione dei miRNA, selezionati dal miRNA sequencing effettuato
precedentemente per la fase retrospettiva dello studio, ¢ stata eseguita tramite
RealTime-PCR mediante lo strumento QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied
Biosystem), utilizzando il kit miRCURY LNA SYBR Green PCR (Qiagen) € 1 miRCURY
LNA miRNA Custom PCR Panels (Qiagen), (Tabella 1). Questi ultimi consistono in
delle piastre, precedentemente progettate dal laboratorio, in modo tale da avere
specifici primer di interesse pre-aliquotati all’interno di ciascun pozzetto. Oltre ai
miRNA selezionati nella prima fase dello studio, con queste piastre Custom sono stati
analizzati altri 4 miRNA noti in letteratura per il loro coinvolgimento nel tumore al
polmone (miR-21-5p>2, miR-126-3p>*, miR128-3p>* e miR-339-5p>), 4 possibili
normalizzatori (miR-16-5p, miR191-5p, miR-103a-3p ¢ miR-30e-5p), 1 4 Spike-in
aggiunti durante gli step precedenti per monitorare la buona riuscita del work-flow e

I’Interplate Calibrator (IPC, Unisp3).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR-{hsa-miR-{ hsa-miR
147b-3p | 432-5p | 16-5p | 4695-3p | 147b-3p | 432-5p | 16-5p |(4695-3p | 147b-3p | 432-5p | 16-5p | 4695-3p
hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR{ hsa-miR4{hsa-miR- hsa-miR-{ hsa-miR
147b-5p | 146a-5p | 191-5p 5100 | 147b-5p | 146a-5p | 191-5p 5100 | 147b-5p | 146a-5p | 191-5p 5100
hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR{ hsa-miR4{hsa-miR- hsa-miR-{ hsa-miR

539-3p | 190a-5p | 103a-3p | 6073 539-3p | 190a-5p | 103a-3p | 6073 539-3p | 190a-5p | 103a-3p | 6073
hsa-miR-{ hsa-miR{ hsa-miR- ) hsa-miR{hsa-miR{hsa-miR- ) hsa-miR{ hsa-miR- hsa-miR- )
D Unisp6 Unisp6 Unisp6

625-3p | 32-3p | 30e-5p 625-3p | 32-3p | 30e-5p 625-3p [ 32-3p | 30e-5p
hsa-miR4{ hsa-miR-{ hsa-miR- ) hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR- ) hsa-miR{ hsa-miR- hsa-miR-
E Unisp2 Unisp2

9-3p 21-5p 1260a 9-3p 21-5p 1260a 9-3p 21-5p 1260a
hsa-miR4 hsa-miR-{ hsa-miR+ X hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR- X hsa-miR4{ hsa-miR- hsa-miR-
F Unisp4 Unisp4

9-5p 126-3p | 1260b 9-5p 126-3p | 1260b 9-5p 126-3p | 1260b
hsa-miR4{ hsa-miR{ hsa-miR- . hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR/ . hsa-miR{ hsa-miR- hsa-miR- .
G Unisp5 Unisp5 Unisp5

937-3p | 128-3p 1275 937-3p | 128-3p 1275 937-3p | 128-3p 1275
hsa-miR{ hsa-miR{ hsa-miR- hsa-miR{ hsa-miR{hsa-miR/ hsa-miR{ hsa-miR- hsa-miR-

H Unisp3 Unisp3 Unisp3
122-5p | 339-5p | 4454 122-5p | 339-5p | 4454 122-5p | 339-5p | 4454

Unisp2

Unisp4

Tabella 1. Piastra Custom. Ogni colore fa riferimento ai farget testati per ciascun

campione.

A seguire il protocollo utilizzato:
1. Diluire 4 pl di cDNA in 156l di acqua RNase-free;

2. Preparare la Reaction mix seguendo la tabella sottostante per ciascun campione:

Componenti Volume per campione
2X miRCURY SYBR Green Master Mix + 200,
ROX Referenced Dye
cDNA diluito 1:40 160ul
Acqua RNase-free 40ul
Volume totale per ciascun campione 400pul

3. Agitare mediante vortex la reazione e centrifugare brevemente;
4. Dispensare 10ul della reazione nei pozzetti contenenti 1 farget da analizzare per

quello specifico campione;
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5. Sigillare la piastra tramite 1’utilizzo delle apposite strip ottiche Optical Thin-Wall
8-Cap Strips (Qiagen);

6. Agitare mediante vortex e centrifugare brevemente;

7. Attendere 5 minuti per permette ai primer di dissolversi nella Reaction mix;

8. Inserire la piastra nello strumento QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied

Biosystem) ed impostare il seguente profilo termico:

St Tem Temperatura | R t Numero Note
7
ep empo emperatu amp rate di cicli
Attivazione iniziale 2 minuti 95°C Fast Mode
Denaturazione 10 secondi 95° Fast Mode
40 Raccolta dei
Annealing/Estensione | 60 secondi 56°C Fast Mode dati di
fluorescenza
Analisi dell di
alisi de :.10urva 1 60.95°C
melting

9. Effettuare I’analisi dei dati tramite il programma ThermoFisher Cloud.

3.4 Analisi statistiche

Per effettuare le analisi di questo progetto sono stati utilizzati 1 seguenti fest statistici:
Regressione di Cox, Regressione Logistica, Curve di Kaplan-Meier, Tabelle di
Contingenza e Test T.

Tali analisi statistiche sono state utilizzate per poter correlare 1 potenziali target

molecolari, lo stato natriemico e gli outcome clinici dei pazienti.
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I risultati ottenuti con un p-value 0.05 sono stati considerati statisticamente

significativi, mentre sono stati definiti con un trend di significativita 1 risultati con

0.05<p-value<0.10.

Per tali analisi, 1 gruppi che sono stati confrontati sono 1 seguenti:

e Pazienti eunatriemici nell’intero periodo considerato vs pazienti con almeno una
misurazione di iponatriemia nel periodo preso in considerazione;

e Pazienti eunatriemici nell’intero periodo considerato vs pazienti eunatriemici al
basale e con almeno una misurazione di iponatriemia durante il corso della terapia
fino al T2;

e Pazienti iponatriemici solo al baseline vs pazienti iponatriemici al basale e con

almeno una misurazione di iponatriemia durante il corso della terapia fino al T2.
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4. RISULTATI

4.1 Risultati dei polimorfismi a singolo nucleotide
4.1.1 Studio e ricerca dei polimorfismi a singolo nucleotide

I 17 polimorfismi a singolo nucleotide presi in esame sono 1 seguenti: rs2282018 (gene

AVP), rs11174811, rs7308855 (gene AVPRIA), rs11158358, rs2057482, rs1951795,

rs2301113, rs10873142, rs12434438, rs11549465, rs11549467 (gene HIF-1 a),

152010963, 15699947 (gene VEGF-A), rs1870377, rs2305948 (gene KDR), rs307826,
rs307821 (gene FLT4).
Nella Tabella 2 vengono riportate tutte le loro caratteristiche principali, ricavate

tramite il database Ensembl.
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Localiazione Highest Conta Genotipica Conta Genotipica
SNP Tipologia divariante | Alleli Gene Cromosomica Population | Genotipo | Popolazione Generale Popolazione Generale
MAF CEU TSI
C TT 33 38
152282018 Intronica AVP 203084303 0.49 c/C 17 24
T C/T 49 45
c c/C 78 82
rs11174811 3'UTR A AVPRI 1263146696 0.26 AJA 2 0
) AlC 19 25
C TT 1 0
rs7308855 Intergenica T AVPRI 1263154276 0.2 c/C 83 94
C/T 15 13
G G/G 1 7
rs11158358 Intronica HIF -la 1461732236 0.47 c/c 76 54
c C/G 22 46
C T/T 1 7
132057482 3'UTR T HIF -la 1461747130 0.47 c/c 80 65
C/T 20 35
C AfA 2 12
51951795 Intronica A HIF -la 1461704708 0.41 c/c 74 4?
AlC 23 47
C A/A 65 45
132301113 Intronica A HIF -1a 1461739830 0.46 c/C 2 12
} A/C 32 50
c T/T 74 48
1510873142 Intronica HIF -1a 1461736744 0.41 c/C 2 12
! C/T 23 47
G G/G 3 15
rs12434438 Intronica A HIF -la 1461730580 0.42 A/A 70 40
A/G 26 52
C T/T 86 72
rs11549465 Missenso T HIF -la 1461740839 0.19 c/c 0 5
C/T 13 30
G G/G 98 105
1511549467 Missenso HIF -1a 1461740857 0.06 A/G 1 2
A AJA 0 0
G G/G 10 15
132010963 5' UTR VEGF-A 643770613 0.45 c/c 44 47
c G 45 45
C AlA 20 30
15699947 | Regione Regohtrice A VEGF-A 643768652 0.50 c/c 29 28
AlC 50 49
T TT 56 71
131870377 Missenso A EDR 55106807 0.50 A/A 7 2
) AT 36 34
C C/C 81 87
132305948 Missenso T EDR 455113391 0.29 T/T 0 1
C/T 18 19
C AJA ND ND
15307821 Missenso FLT4 5:180603313 0.30 c/C ND ND
A AlC ND ND
c c/c 1 0
T Missenso T FLT4 5:180624003 0.30 T/T 81 82
C/T 17 25

Tabella 2. In questa tabella sono riportati 1 17 SNP analizzati con le corrispondenti
caratteristiche ricavate da Ensembl, quali: tipologia di variante, localizzazione
cromosomica, MAF), alleli, genotipi e le conte genotipiche delle popolazioni CEU e
TSI (Europea e Toscana). Per I’rs307821, non sono disponibili le informazioni
riguardanti la conta genotipica della popolazione generale CEU e TSI.

(ND=non disponibile).
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Come gia citato in precedenza, la genotipizzazione degli SNP ¢ stata effettuata tramite
la tecnica della Real Time PCR e mediante saggi TagMan.

La Real Time PCR ¢ basata su tecnologie che comprendono sistemi di amplificazione
PCR in grado di ottenere simultaneamente sia il processo di amplificazione sia di
rilevazione dell’amplificato tramite reazioni cicliche.

La sonda di tipo TagMan consiste in un oligonucleotide che viene disegnato per essere
complementare alla sequenza bersaglio da amplificare, mediante PCR, e che presenta
alle estremita due tipologie di fluorocromi: uno al 5’°, detto anche Reporter (R), € uno
al 3°, detto anche Quencer (Q). 1l primo ¢ un fluorocromo ad alta energia ed ¢ in grado
di emettere fluorescenza quando colpito da un raggio laser, mentre il secondo ¢ un
fluorocromo a bassa energia che ¢ in grado di assorbire la fluorescenza del Reporter,
quando si trova vicino ad esso.

Ad ogni ciclo di PCR, durante la fase di annealing, sia i primers che la sonda TagMan
si legano alla sequenza bersaglio da amplificare; ne consegue che nella fase successiva,
ovvero quella di estensione, affinché la DNA Polimerasi possa proseguire nella
polimerizzazione del filamento, la sonda dovra essere necessariamente degradata,
grazie all’ attivita esonucleasica 5°-3” dell’enzima. Questo portera dunque ad
allontanare il Quencer dal Reporter, che non potendo piu spegnere la fluorescenza
emessa da quest’ ultimo, permettera allo strumento di registrare il segnale
corrispondente (Figura 7). Tanto maggiore sara quindi il quantitativo di ampliconi,
tanto piu alta sara la fluorescenza registrata dallo strumento.

Le sonde TagMan possono essere utilizzate per effettuare delle analisi di

genotipizzazione di polimorfismi a singolo nucleotide in quanto € possibile utilizzare
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una miscela di due tipologie di oligonucleotidi, ognuna delle quali sara dotata di uno
specifico fluorocromo al 5’ e specifica per una delle due possibili sequenze farget, a
seconda del genotipo presente.

Nel mio caso, 1 fluorocromi che sono stati utilizzati per la progettazione delle sonde
TagMan sono 1l VIC e 1l FAM. Questi fluorocromi emettono a diverse lunghezze
d’onda, pertanto, a seconda della fluorescenza registrata dallo strumento, sara possibile
distinguere 1 genotipi omozigoti per un allele (solo fluorescenza VIC o solo
fluorescenza FAM rilevata, a seconda che siano omozigoti per 1’allelel o 1’allele2
rispettivamente) e 1 genotipi eterozigoti (entrambe le fluorescenze rilevate, con

intensita all’incirca dimezzata rispetto ai genotipi omozigoti).
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Figura 7. Schema sintetico del funzionamento delle sonde TagMan (R=Reporter,

O=Quencer).
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Come raccomandato dalla guida TagMan SNP Genotyping Assay (ThermoFisher), €
necessario condurre una fase di pre-read ed una fase di post-read. Queste due fasi
precedono e seguono I’amplificazione vera e propria: durante il pre-read viene
misurata la fluorescenza di partenza, la quale verra sottratta alla fluorescenza emessa

durante la reazione, nella fase finale del post-read.

Al termine della corsa, il software elabora un grafico, definito Allelic Discrimination
Plot, dove sull’asse X ¢ riportata la fluorescenza emessa dal fluoroforo VIC
(corrispondente all’allele 1), mentre sull’asse Y la fluorescenza emessa dal fluoroforo
FAM (corrispondente all’allele 2). La Figura 8 rappresenta un esempio di grafico
ottenuto dalle nostre analisi per I’rs2282018; in particolare 1 campioni appaiono
distribuiti in cluster differenti posti in aree diverse del plot: una che corrisponde
all’allele 1 (fluorescenza rilevata per VIC), un’altra che corrisponde all’allele 2
(fluorescenza rilevata per FAM) ed infine, una relativa ai campioni eterozigoti, ossia
con livelli di fluorescenza paragonabili sia per VIC che per FAM.

Inoltre, ¢ possibile vedere anche 1 controlli negativi (N7C), composti da acqua, che
come atteso, presentano la fluorescenza emessa prossima allo zero, dimostrando che il

controllo negativo non ha subito contaminazioni prima o durante il protocollo.
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Figura 8. Esempio di Allelic Discimination Plot per I’rs2282018: 1 punti rossi
corrispondono ai campioni omozigoti per 1’allele 1 (C), quelli blu ai campioni
omozigoti per 1’allele 2 (T) e quelli verdi ai campioni eterozigoti. I quadratini azzurri

rappresentano i controlli negativi (NTC).

4.2 Risultati statistici della fase retrospettiva
4.2.1 Caratteristiche ed outcome clinici dei pazienti

Nella prima fase del progetto (fase retrospettiva) sono stati analizzati 1 campioni
tumorali FFPE di 20 pazienti, 10 eunatriemici € 10 che hanno sviluppato iponatriemia.
Nella Tabella 3 vengono riportate le caratteristiche e gli outcome clinici relative ai

pazienti.
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Outcome Pazienti Pazie nfl che hanno Pazienti
Clinico/caratteristiche | eunatrie mici . svﬂupPat(? totali
iponatriemia
Numero pazienti 10 10 20
os
Mediana OS (mesi) 30.2 18.0 30.2
RFS
Mediana RFS (mesi) 14.0 9.9 13.5
PFS1
Mediana PFS1 (mesi) 3.7 4.5
PFES2
Mediana PFS2 (mesi) 6.0 3.7 4.3
Eta
Mediana eta (anni) 70 70 70
Sesso
Maschio 8 8 16
Femmina 2 2 4
Fumo
Pazienti fumatori 3 3 6
Pazienti non fumatori 2 2 4
Pazienti ex -fumatori 5 4 9
ND 0 1 1
Istotipo
Squamocellulare 4 4 8
Adenocarcinoma 6 6 12

Tabella 3. Outcome e caratteristiche cliniche dei pazienti della fase retrospettiva.

(ND= non disponibile).

4.2.2 Correlazione dello stato di natriemia con gli outcome clinici dei pazienti

Come prima analisi statistica, si ¢ deciso di ricercare una correlazione tra lo stato di
natriemia dei pazienti arruolati ed i relativi outcome clinici, ovvero OS (sopravvivenza
globale), PFS1 (sopravvivenza libera da progressione alla prima linea di trattamento),

PFS2 (sopravvivenza libera da progressione alla seconda linea di trattamento) ed RF'S

(sopravvivenza libera da recidiva).
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Attraverso le analisi di Kaplan-Meier, ¢ emerso che lo stato natriemico correla
globalmente con la RFS (p=0.077); in particolare, 1 pazienti iponatriemici hanno una
RFS mediana di 9.9 mesi, rispetto agli eunatriemici che ce I’hanno di 14.0 mesi (Figura

9).

Nessun dato statisticamente significativo € stato ottenuto per gli altri outcome clinici
valutati.
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Figura 9. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo stato natriemico dei
pazienti e la RFS (p-value=0.077). Nella legenda la linea blu (0) fa riferimento ai
pazienti eunatriemici mentre quella verde (1) riguarda 1 pazienti che hanno sviluppato

iponatriemia.

4.2.3 Correlazione dei polimorfismi a singolo nucleotide con gli outcome clinici
dei pazienti

Le curve di Kaplan-Meier sono state utilizzate anche per correlare gli SNP con gli

outcome clinici dei pazienti oncologici (OS, PFS1, PFS2 ed RFYS).
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Per quanto riguarda la sopravvivenza globale, due SNP sono emersi essere
statisticamente significativi, ovvero I’'rs11158358 (p=0.070) e 1’'rs2305948 (0.016).

Nello specifico, per I’'rs11158358 1 portatori C/G hanno un’OS mediana di 21.7 a
confronto con 1 portatori C/C e G/G che hanno rispettivamente una mediana di 44.9 e

50.2 mesi (Figura 10).
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Figura 10. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs11158358 e
1’08 (p-value=0.070).

Per 1’'rs2305948, ¢ emerso che 1 portatori T/T hanno un’OS mediana di 8.6 mesi a
confronto con i portatori C/C e C/T che hanno rispettivamente una mediana di 30.2 e

30.5 mesi (Figura 11).
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Figura 11. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs2305948 e
I’OS (p-value=0.016).

Inoltre, quest’ultimo SNP incide globalmente anche sulla PFS/ (p=0.031); nello

specifico, 1 portatori T/T hanno una PFS/ mediana di 1.4 mesi a confronto con 1

portatori C/C e C/T che hanno rispettivamente una mediana di 12.6 e 4.5 mesi (Figura

12).
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Figura 12. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs2305948 e
la PFS1 (p-value=0.031).
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Per quanto riguarda la PFS2, le analisi condotte hanno evidenziato che 1’'rs1870377
correla globalmente con questo outcome (p=0.075) e, nello specifico, 1 portatori T/T
hanno una PFS2 mediana di 5.0 a confronto con 1 portatori A/A e A/T che hanno

rispettivamente una mediana di 3.0 e 3.6 mesi (Figura 13).
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Figura 13. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs1870377 e
la PFS2 (p-value=0.075).

Infine, per quanto riguarda le analisi di correlazione degli SNP con I’RFS, due SNP
sono risultati statisticamente significativi, ovvero ['rs11158358 (p=0.044) e
I’rs1870377 (p=0.005).

Nello specifico, per ’'rs11158358, 1 portatori G/G hanno una RFS mediana di 7.2 mesi
a confronto con i portatori C/C e C/G che hanno rispettivamente una mediana di 29.0

e 12.6 mesi (Figura 14).
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Figura 14. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs11158358 e
la RFS (p-value=0.044).

Per I’'rs1870377, ¢ emerso che i portatori A/A hanno una RFS mediana di 4.6 mesi a

confronto con i portatori T/T e A/T che hanno rispettivamente una mediana di 10.6 e

35.7 mesi (Figura 15).
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Figura 15. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo SNP rs1870377 e
la RF'S (p-value=0.005).
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4.2.4 Correlazione dei polimorfismi a singolo nucleotide con lo stato natriemico

La correlazione tra gli SNP e lo stato natriemico dei pazienti € stata indagata attraverso
il test della Regressione logistica.

Da queste analisi, ¢ emerso che I’rs11174811 e I’'rs1870377 correlano globalmente
predicendo lo stato di natriemia, con un p-value rispettivamente di 0.074 e 0.093.

In particolare, per I’'rs11174811, 1 portatori C/C correlano con un rischio diminuito di
sviluppare iponatriemia rispetto ai portatori A/C (p=0.074).

Invece, per 1I'rs1870377, 1 portatori A/T correlano con un rischio diminuito di

sviluppare iponatriemia rispetto ai portatori T/T (p=0.030).

4.2.5 Correlazione dei recettori della vasopressina con gli outcome clinici e lo stato
natriemico dei pazienti

Dalle analisi di correlazione condotte, mediante test di Regressione di Cox, tra 1
recettori della vasopressina (AVPRIA, AVPRIB, AVPR?2) con gli outcome clinici dei
pazienti, ¢ emerso che il recettore AVPRIA correla sia con I’OS (p=0.098) sia con la
PFSI (p=0.027). In particolare, all’aumentare dell’espressione di questo recettore,

aumenta sia 1’OS che la PFS.

Non ¢ emerso invece alcun risultato statisticamente significativo correlando i recettori

dell’A VP con lo stato natriemico dei pazienti. Queste ultime analisi sono state condotte

mediante fest di Regressione logistica.
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4.3 Risultati della fase prospettica
4.3.1 Caratteristiche ed outcome clinici dei pazienti

Nella seconda fase del progetto sono stati arruolati 100 pazienti suddivisi nella
seguente modalita:

. Pazienti eunatriemici nell’intero periodo considerato (gruppo A);

. Pazienti con almeno una misurazione di iponatriemia nel periodo preso in

considerazione (gruppo B).

Per quanto riguardo il gruppo degli iponatriemici, 1 pazienti sono stati successivamente
sottoclassificati in:

. Pazienti eunatriemici al basale e con almeno una misurazione di iponatriemia
durante il corso della terapia fino al T2 (gruppo C);

. Pazienti iponatriemici solo al baseline (gruppo D);

. Pazienti iponatriemici al basale e con almeno una misurazione di iponatriemia

durante il corso della terapia fino al T2 (gruppo E).

Le caratteristiche e gli outcome clinici dei pazienti sono riportate nella Tabella 4.
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Outcome clinico/ Pazienti
caratteristiche
gruppo A|gruppo B|gruppo C|gruppo D|gruppo E| Totali
Numero pazienti 66 34 19 4 11 100
oS
Mediana OS' (mesi) 14.0 4.2 4.8 4.0 4.2 10.1
PES
Mediana PFS (mesi) 8.4 2.7 3.8 1.5 2.5 6.1
Eta
Mediana eta (anni) 70.0 71.0 71.0 70.5 74.0 70.5
Sesso
Maschio 44 28 16 3 9 72
Femmina 22 6 3 1 2 28
Istotipo
Squamocellulare 9 9 4 0 5 18
Adenocarcinoma 48 25 15 4 6 73
Adenosquamoso 1 0 0 0 0 1
Microcitoma 8 0 0 0 0 8
Schema
Chemioterapia 23 15 7 0 8 38
Chermoterapla. + 2 6 4 0 5 73
Immunoterapia
Immunoterapia 16 11 6 4 1 27
Chemioterapia + 4 2 2 0 0 6
Radioterapia
ChemioRadioterapia
seguita da 1 0 0 0 0 1
immunoterapia

Tabella 4. Outcome e caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati nella fase

prospettica.
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4.3.1 Correlazione dello stato di natriemia con gli outcome clinici dei pazienti

Le prime analisi statistiche della fase prospettica si propongono di andare a ricercare
una possibile correlazione tra lo stato natriemico dei pazienti e specifici outcome
clinici, quali OS, PFS (mediante analisi di Kaplan-Meier) e risposta al trattamento

(mediante tabelle di Contingenza).

Inizialmente, sono stati presi in esame due gruppi di pazienti: il primo costituito da
coloro a cui la condizione di iponatriemia € stata riscontrata almeno una volta (gruppo
B), ed il secondo rappresentato da pazienti che non hanno mai sviluppato questo
disturbo elettrolitico (eunatriemici; gruppo A), considerando come lasso temporale il

periodo compreso tra il baseline e 1l T2.

Dalle analisi statistiche effettuate, 1 due gruppi hanno mostrato una differenza
statisticamente significativa sia per I’OS (p<0.0005) che per la PFS (p=0.001).

Per quanto riguarda 1'OS, 1 pazienti che hanno sviluppato iponatriemia presentano
rispettivamente una mediana di 4.2, rispetto agli eunatriemici la cui mediana di 14.0
mesi (Figura 16).

Relativamente alla PF'S, 1 pazienti che hanno sviluppato iponatriemia hanno invece una

mediana di 2.7 mesi, rispetto agli eunatriemici la cui mediana ¢ di 8.4 mesi (Figura

17).
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Figura 16. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo stato natriemico

dei pazienti e I’OS nel confronto tra gruppo A e gruppo B (p-value<0.0005). Nella

legenda, la linea blu (0) fa riferimento ai pazienti eunatriemici (gruppo A) mentre

quella verde (1) riguarda i pazienti con almeno una misurazione di iponatriemia nel

periodo preso in considerazione (gruppo B).
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Figura 17. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo stato natriemico

dei pazienti e la PFS nel confronto tra gruppo A e gruppo B (p-value=0.001). Nella

legenda la linea blu (0) fa riferimento ai pazienti eunatriemici (gruppo A) mentre
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quella verde (1) riguarda i pazienti con almeno una misurazione di iponatriemia nel

periodo preso in considerazione (gruppo B).

Nessun risultato statisticamente significativo € stato riscontrato invece per le analisi
relative alla risposta al trattamento.

Successivamente, si ¢ deciso di confrontare il gruppo dei pazienti che ha sviluppato
almeno una volta iponatriemia durante il corso di terapia considerando fino al T2, ad
eccezione del basale (gruppo C), con il gruppo di pazienti che sono rimasti sempre
eunatriemici nel periodo compreso tra il basale e il T2 (gruppo A).

In questo caso, soltanto I’OS si ¢ osservata essere statisticamente significativa con un
p-value di 0.042. In particolare, il primo gruppo presenta una mediana di 4.8 mesi e

rispetto al secondo gruppo che ha una mediana di 14.0 mesi (Figura 18).
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Figura 18. Curva di Kaplan-Meier relativa alla correlazione tra lo stato natriemico
dei pazienti e la OS nel confronto tra gruppo A e gruppo C (p-value=0.042). Nella

legenda la linea blu (0) fa riferimento ai pazienti eunatriemici (gruppo A) mentre
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quella verde (1) riguarda i pazienti eunatriemici al basale e con almeno una

misurazione di iponatriemia durante il corso della terapia fino al T2 (gruppo C).

Infine, ¢ stato effettuato il confronto tra il gruppo di pazienti iponatriemici solo al
basale (gruppo D) e il gruppo di pazienti iponatriemici sia al basale che ad almeno una
misurazione effettuata fino al T2 (gruppo E).

Nessun risultato statisticamente significativo ¢ stato riscontrato per gli outcome clinici

analizzati.

4.3.2 Correlazione dei polimorfismi a singolo nucleotide con gli outcome clinici e
lo stato di natriemia dei pazienti

Le analisi correlazione tra gli SNP e gli outcome clinici dei pazienti quali, OS e PFS
sono state effettuate tramite test di Regressione di Cox mentre quelle relative alla

risposta al trattamento sono state eseguite con il fest di Regressione Logistica.

Nello specifico, dai risultati ottenuti 1’rs2305948 ¢ stato associato in maniera
statisticamente significativa con 1’OS e la PFS con p-value rispettivamente di 0.001 e
0.010 (Figura 19).

In particolare, 1 portatori T/T, confrontati i portatori C/C e C/T, hanno un rischio
maggiore di morte con un p-value <0.0005 ed un rischio maggiore di andare in

progressione rispettivamente di 0.002 e 0.004 (Figura 20).
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Figura 19. Curva di Regressione di Cox relativa alla correlazione tra lo SNP

152305948 e la OS (p-value=0.001).
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Figura 20. Curva di Regressione di Cox relativa alla correlazione tra lo SNP

152305948 e la PFS (p-value=0.010).

Nessun risultato statisticamente significativo € stato riscontrato invece per le analisi

relative alla risposta al trattamento.
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Inoltre, non sono stati ottenuti risultati statisticamente significativi neanche nelle

correlazioni tra gli SNP e 1 gruppi di pazienti proposti precedentemente.

4.4 Risultati laboratoristici dei miRNA

L’analisi dei miRNA ¢ avvenuta mediante la progettazione di piastre Custom in modo
tale da poter attenzionare contemporaneamente 1’espressione dei vari miRNA e
valutarla mediante Real Time PCR. Larilevazione ¢ avvenuta mediante 1l SYBR Green,
un colorante fluorescente che s’ intercala nel doppio filamento di DNA quando esso ¢
presente. Per ciascun campione si ottiene una curva di amplificazione il cui CT

(Threshold Cycle) ¢ inversamente proporzionale alla quantita di DNA presente.

Il set di miRNA analizzati deriva da un’analisi di miRNA sequencing condotta
precedentemente per la fase retrospettiva del progetto, in cui sono stati confrontati
campioni sia tumorali che peritumorali tra pazienti eunatriemici e quelli che hanno
sviluppato iponatriemia. Alcuni dei risultati preliminari sono stati accettati come
abstract e presentati al Congresso dell’European Society for Medical Oncology

(ESMO) nel 2022 come poster presentation®.

Nella categoria dei tumorali troviamo 1 seguenti miRNA: hsa-miR-147b-3p, hsa-miR-
147b-5p, hsa-miR-539-3p, hsa-miR-625-3p, hsa-miR-9-3p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-
937-3p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-432-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-190a-5p, hsa-

miR-32-3p.
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Mentre, alla categoria dei peritumorali appartengono i1 seguenti miRNA: hsa-miR-
1260a, hsa-miR-1260b, hsa-miR-1275, hsa-miR-4454, hsa-miR- 4695-3p, hsa-miR-

5100, hsa-miR-6073.

Inoltre, come accennato precedentemente, nella piastra Custom, sono stati inseriti altri
4 miRNA selezionati dalla letteratura, ovvero 1’: hsa-miR-21-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-
miR-128-3p, hsa-miR-339-5p, 4 possibili normalizzatori (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-

191-5p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-30e-5p) e gli Spike-in.

Il grafico (Figura 21) ¢ rappresentativo delle curve di amplificazione di tutti 1 farget

mediante 1’analisi con piastra Custom.

o

Figura 21. Esempio di curve di amplificazione ottenute tramite un’analisi di Real-

Time PCR relative ai miRNA presi in esame per questo studio.
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Un ulteriore analisi che ¢ stata condotta per garantire la qualita dello studio ¢ la
valutazione del grado di emolisi dei campioni plasmatici. L’emolisi, ossia la rottura
degli eritrociti € un parametro che risulta necessario valutare in quanto puo influenzare
notevolmente la qualita delle analisi, poiché il rilascio dei miRNA contenuti negli
eritrociti puo alterare 1 risultati delle analisi de1 miRNA circolanti.

Per questo scopo, sono stati messi in relazione il miR-23a-3p, noto per essere molto
espresso negli eritrociti ed il miR-451a ritenuto stabile nei campioni plasmatici € non
influenzabile da fenomeni di emolisi ed ¢ stato effettuato il delta Ct, noto anche come
“miR-ratio”. Un cut-off superiore a 7-8 indica un’elevata probabilitd di emolisi®’ e

pertanto, i miRNA con un valore di 7 sono stati esclusi dalla nostra analisi.

Le analisi statistiche di questi possibili biomarcatori, volti a ricerca una correlazione

con lo stato natriemico e gli outcome clinici dei pazienti sono ancora in corso.
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S. DISCUSSIONE

Con il termine iponatriemia si intende una condizione clinica caratterizzata da una

concentrazione sierica di sodio inferiore a 135 mmol/L% L’iponatriemia rappresenta

l'alterazione elettrolitica piu riscontrata nella pratica clinica, specialmente in campo

oncologico?®. Questo disturbo pud presentarsi clinicamente con un’ampia varieta di
sintomi che dipendono dalla tipologia iponatriemia e dal tempo che hanno a
disposizione i neuroni per mettere in atto meccanismi di compensazione all’ipotonicita
creatasi’®.

Tale disordine elettrolitico viene classificato in base all’osmolalita in: ipotonica ¢ non

ipotonica. L’iponatriemia ipotonica pud essere, a sua volta, sottoclassificata in

ipovolemica, euvolemica ed ipervolemica, mentre quella non ipotonica si suddivide in

pseudoiponatriemia e iponatriemia ipertonica!%!!,

Le cause di questo disordine sono molteplici, tra le pitt comuni troviamo la Sindrome
da Inappropriata Secrezione di Ormone Antidiuretico (SIADH) caratterizzata da

iponatriemia ipotonica euvolemica e da iperosmolarita urinaria’.

E importante stabilire la tipologia di iponatriemia in atto (se ipotonica o ipertonica € se
acuta o cronica), cosi da poter intervenire tempestivamente con un trattamento mirato

e risolutivo, tenendo sempre in considerazione eventuali patologie concomitanti che

possano alterare I'esito della diagnosi®!'2.
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Tra le piu comuni opzioni terapeutiche disponibili, la soluzione salina ipertonica al 3%
viene utilizzata per il trattamento dell'iponatriemia acuta'?, mentre per I'iponatriemia
cronica ipervolemica ed euvolemica si ricorre alla restrizione di fluidi'?. Qualora
s : : : . _ , ers :
quest'ultimo trattamento fallisse, le linee guida statunitensi consigliano 1'utilizzo dei
-12 . . . . . . . . .
vaptani ~. Nel caso in cui il paziente mostrasse invece la forma cronica ipovolemica, il
trattamento dell’iponatremia consiste nella somministrazione di una soluzione

isotonica (NaCl 0.9%)'2.

L’iponatriemia ¢ un disturbo ampiamente studiato in campo oncologico, in quanto ¢

riscontrata in varie tipologie di tumore, tra cui il cancro alla prostata, ai reni, al fegato
ed al polmone, in particolar modo il carcinoma polmonare a piccole cellule (SCLC)*.
Essa puo essere causata direttamente dal tumore primitivo oppure dalla terapia
antineoplastica, da altri trattamenti secondari concomitanti o da altre comorbidita che
spesso ne complicano il trattamento?®,

Studi recenti hanno dimostrato che questo disturbo elettrolitico rappresenta un fattore
prognostico negativo per 1 pazienti oncologici, specialmente per i1 pazienti affetti da

tumore al polmone (SLCS), diminuendo la sopravvivenza globale (OS) rispetto ai
pazienti eunatriemici® o aumentando la durata dell’ospedalizzazione degli stessi,

gravando sul Sistema Sanitario Nazionale (SSN)%.

L’obiettivo principale di questo studio ¢ quello di ricercare dei biomarcatori, quali

micro-RNA, SNPs e recettori della vasopressina, potenzialmente correlabili a questo
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disturbo elettrolitico nei pazienti con tumore al polmone ed investigarne il loro

possibile ruolo prognostico e predittivo.

Questo studio ¢ stato diviso in due fasi: una retrospettiva ed una prospettica.

La fase retrospettiva dello studio ha preso in considerazione 20 pazienti con tumore al
polmone, di cui 10 che hanno sviluppato iponatriemia e 10 eunatriemici, sui cui
campioni FFPE sono state effettuate le analisi immunoistochimiche relative ai recettori
della vasopressina (4 VPRIA, AVPRIB e AVPR?) e le analisi di genotipizzazione degli
SNP relativi ai geni AVP, AVPRIA, HIF-1o , VEGF-A, KDR e FLT4.

Nella fase prospettica, invece, sono stati arruolati 100 pazienti con tumore al polmone
sui cui campioni di sangue sono state effettuate le analisi di genotipizzazione degli SNP
citati in precedenza e sulla relativa porzione plasmatica, le analisi di espressione dei

miRNA.

I primi risultati ottenuti da questa ricerca riguardano la correlazione tra la natremia e
gli outcome clinici. Cio che ¢ emerso ¢ che, per quanto riguarda la fase retrospettiva,
lo stato natriemico correla con la RES (p=0.077); nello specifico 1 pazienti
iponatriemici presentano una mediana inferiore rispetto ai pazienti eunatriemici (9.9
mesi rispetto a 14.0 mesi). Da queste prime analisi, non sono stati riscontrati dati
statisticamente significativi per OS, PFSI e PFS2.

Per quanto riguarda, invece, la fase prospettica, inizialmente sono stati presi in
considerazione due gruppi, ossia pazienti la cui la condizione di iponatriemia ¢ stata

riscontrata almeno una volta nel periodo di osservazione (gruppo B) e pazienti
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eunatriemici (gruppo A). Da questa analisi ¢ emerso che 1 due gruppi hanno mostrato
una differenza statisticamente significativa sia per 'OS (p<0.0005) che per la PFS
(p=0.001).

Per entrambi gli outcome ¢ emerso che la mediana del gruppo B risulta inferiore
rispetto agli eunatriemici (gruppo A), sia per quanto riguarda 1’OS (4.2 mesi rispetto a
14.0) sia per la PFS (2.7 mesi rispetto a 8.4).

Successivamente, ¢ stato confrontato il gruppo di pazienti che hanno sviluppato
iponatriemia almeno una volta durante il corso della terapia ad eccezione del basale
(gruppo C), con il gruppo di pazienti eunatriemici (gruppo A). Dal confronto tra 1 due
gruppi I'OS risulta essere statisticamente significativa, con una p pari a 0.042 e con una
mediana per 1 pazienti del gruppo C inferiore rispetto a quelli del gruppo A (4.8 mesi
rispetto a 14.0 mesi).

Infine, ¢ stato effettuato il confronto tra i pazienti iponatriemici solo al basale e pazienti
iponatriemici sia al basale che ad almeno un’altra misurazione (rispettivamente gruppo

D e E), ma non sono emersi dati statisticamente significativi.

Nessun risultato statisticamente significativo ¢ emerso per la risposta al trattamento ed
in letteratura non sono presenti studi analoghi. Nonostante ci0, rimane importante
proseguire ed implementare le analisi sulle correlazioni con gli outcome clinici poiché
risulta implicito pensare che 1 pazienti caratterizzati da questo disturbo elettrolitico e

che presentano una condizione neoplastica, rispondano meno alla terapia o siano
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caratterizzati da una sopravvivenza libera da progressione alla prima o seconda linea

di trattamento inferiore.

In linea con quanto ¢ emerso sulla sopravvivenza globale, in letteratura sono presenti
numerosi studi che confermano che presentare uno stato di iponatriemia aumenta la

mortalita dei pazienti; un esempio ¢ quello condotto da Martin-Grace et.al che afferma
che l'iponatriemia, specialmente se acuta, comporta un alto tasso di mortalita se non

trattata correttamente e nelle tempistiche adeguate®®.

Tra 1 biomarcatori oggetto di studio troviamo 1 seguenti polimorfismi a singolo
nucleotide (SNP): 1rs2282018 (gene AVP), rs11174811, rs7308855 (gene AVPRIA),
rs11158358, 1s2057482, 1s1951795, 1s2301113, 1s10873142, rs12434438,
rs11549465, rs11549467 (gene HIF-1a), 152010963, 1s699947 (gene VEGF-A),

rs1870377, 152305948 (gene KDR), rs307826, rs307821 (gene FLT4).

Questi SNP sono stati correlati con gli outcome clinici e con lo stato natriemico dei
pazienti arruolati per entrambe le fasi del progetto.

Inizialmente, nella fase retrospettiva, due SNP si sono dimostrati statisticamente
significativi correlandoli con 1'OS, ossia 1'rs11158358 (p=0.070) e 1'rs2305948
(p=0.016).

In particolare, per I'rs11158358 1 portatori C/G mostrano un’OS mediana di 21.7 mesi,
dunque inferiore rispetto ai portatori C/C e G/G, che sono rispettivamente di 44.9 e
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50.2 mesi; analogamente, per I'rs2305948 ¢ emerso che i portatori T/T risultano avere
una mediana inferiore (8.6 mesi) rispetto ai portatori C/C e C/T (30.2 e 30.5 mesi
rispettivamente). Quest’ultimo SNP, inoltre, correla anche con la PFSI (p=0.031), e i
portatori T/T hanno una sopravvivenza libera da progressione alla prima linea di terapia
mediana inferiore rispetto 1 portatori C/C e C/T (1.4 mesi rispetto a 12.6 ¢ 4.5).

Anche nella fase prospettica del progetto, I'rs2305948 ha mostrato dei risultati
statisticamente significativi nelle analisi di correlazione relative agli oucome clinici; in
particolare, la significativita ¢ emersa sia per quanto riguarda I'OS, che la PF'S, con una
p rispettivamente di 0.001 e di 0.010.

In particolare, 1 portatori T/T hanno un rischio maggiore di morte e progressione
rispetto ai portatori C/C ¢ C/T con p <0.0005 per I’OS e di 0.002 e 0.004 rispettivamente
per la PFS.

Questo SNP aveva gia mostrato dei risultati statisticamente significativi per 'OS e la

PFS quando erano state condotte le analisi preliminari riguardanti la fase prospettica

del progetto®!.

Nessun dato ¢ risultato statisticamente significativo per la risposta al trattamento.

Per quanto concerne la PFS2 e la RFS, le analisi svolte nel retrospettivo hanno mostrato

che I'rs1870377 correla globalmente con questi outcome clinici (p=0.075 ¢ p=0.005

rispettivamente). Nello specifico, per quanto riguarda la PFS2, i portatori T/T hanno

una mediana maggiore rispetto ai portatori A/A e A/T (5.0 mesi rispetto a 3.0 e 3.6),
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mentre per quanto riguarda la RFS ¢ emerso che i portatori A/A hanno una RFS
mediana di 4.6 mesi a confronto con 1 portatori T/T e A/T che hanno rispettivamente
una mediana di 10.6 e 35.7 mesi. Inoltre, anche lo SNP rs11158358 ha mostrato una
correlazione statisticamente significativa con la RFS e nello specifico, 1 portatori G/G
presentano una mediana inferiore rispetto ai portatori C/C e C/G (7.2 mesi rispetto a
29.0 e 12.6).

Infine, per quanto riguarda le correlazioni degli SNP con lo stato natriemico dei
pazienti, solo per la fase retrospettiva sono emersi dei risultati statisticamente
significativi; nello specifico, ¢ stato osservato che I'rs11174811 e I’'rs1870377
correlano globalmente predicendo lo stato di natriemia, con un p-value rispettivamente
di 0.074 ¢ 0.093.

In particolare, per I’'rs11174811, 1 portatori C/C correlano con un rischio diminuito di
sviluppare iponatriemia rispetto ai portatori A/C (p=0.074).

Invece, per 1I'rs1870377, 1 portatori A/T correlano con un rischio diminuito di

sviluppare iponatriemia rispetto ai portatori T/T (p=0.030).

In letteratura, non esistono evidenze che correlino questi polimorfismi a singolo
nucleotide con lo stato di iponatriemia in pazienti con tumore al polmone, pero tra
quelli citati, alcuni risultano interessanti da attenzionare poiché associati ad altre
tipologie tumorali o altre condizioni patologiche.

Un esempio ¢ I’'rs11158358, dove ’allele C ¢ considerato un fattore di rischio per le

donne cinesi con il cancro alla cervice®?.
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Per quanto concerne 1'rs2305948, Dronova et.al sostengono che ci sia una migliore
prognosi di sopravvivenza in pazienti con genotipo eterozigote caratterizzati da tumore
al seno estrogeno-positivo che rispondono al Tamoxifene®. Un altro studio ha
dichiarato che I’allele T dello stesso SNP risulta un fattore di rischio per I'insorgenza
di tumori neuroendrocrini®,

L’'rs2305948 potrebbe anche essere associato ad un maggior suscettibilita allo sviluppo
del glioma nelle popolazioni asiatiche, ma sono necessari altri studi di controllo®.
Inoltre, questo SNP insieme ad altri 3 relativi al gene KDR sono stati visti essere
associati all’lOS nei pazienti affetti da carcinoma epatocellulare (Hepatocellular

carcinoma, HCC), risultando quindi dei potenziali marcatori prognostici in questa

specifica tipologia tumorale®®.

L’'rs1870377 risulta un altro interessante SNP da indagare in quanto, in letteratura,

tramite una meta-analisi ¢ stato visto che potrebbe essere utilizzato per identificare
individui con elevata suscettibilita alle malattie coronariche e ictus ischemico®’. Inoltre,

il genotipo A/T di questo polimorfismo ha mostrato un effetto protettivo nei confronti

dell’astrocistoma®®.

Uno studio condotto da Paradowska-Gorycka et.al ha dimostrato che la frequenza del
genotipo T/T dello SNP rs1870377 ¢ piu elevata nei pazienti con artrite reumatoide
rispetto ai controlli sani®®. Questa pubblicazione risulta interessante in quanto ¢ comune
riscontrare pazienti affetti da tumore al polmone con metastasi ossee’’, dunque, sarebbe

importante proseguire con le analisi di questi SNP.
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Un lavoro altrettanto interessante in cui sono stati ottenuti dei risultati statisticamente
significativi analizzando alcuni degli SNP esaminati nel nostro studio, ¢ quello di

Zhang et.al; ad esempio, viene riportato che 1’rs2305948 (genotipo T/T) ¢ associato ad

una maggiore predisposizione a problemi cardiovascolari gravi come l'infarto del

miocardio ricorrente, nei pazienti sottoposti ad intervento coronarico percutaneo’’.

Gli SNP relativi ai geni KDR e VEGF-A, essendo implicati in numerosi processi sia
fisiologici che patologici come la vascolarizzazione, risultano molto interessanti da
investigare in quanto potrebbero trovarsi nuovi collegamenti per la condizione

iponatriemica o per la neoplasia polmonare.

Inoltre, il genotipo T/T dell’rs1870377, nella popolazione asiatica presenta maggiori
OS e PFS per 1 pazienti con carcinoma gastrico avanzato rispetto ai pazienti con

genotipo A/A e A/T’?. Un ulteriore studio condotto ha inoltre dichiarato che per

I'rs1870377, 1 pazienti con carcinoma gastrico € con genotipo A/A presentano una

sopravvivenza globale inferiore (mediana di 2.93 anni) rispetto ai genotipi T/T e A/T

(rispettivamente 4.78 e 4.27 anni)”>.

Per cio che riguarda lo SNP rs11174811, uno studio riportava che il genotipo

eterozigote poteva essere associato, dai risultati preliminari raccolti, ad una pressione
arteriosa piu elevata, ma al completamento dell’indagine, non sono stati ottenuti dei

dati statisticamente significativi’®.
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Per quanto concerne gli altri SNP analizzati, vorrei menzionare 1'rs699947 in quanto,

nonostante non sia stata riscontrata la significativita per le nostre analisi, un lavoro di
Tu et.al ha dichiarato che il genotipo A/A di questo polimorfismo conferisce maggiore
suscettibilita al cancro al polmone nella popolazione asiatica, ma non in quella
caucasica’. Le differenze sono legate alla genetica delle due popolazioni prese in

esame’.

Altri biomarcatori presi in considerazione sono 1 ricettori della vasopressina, 1 quali

sono stati correlati con gli outcome clinici e lo stato natriemico dei pazienti. Cio che ¢
emerso ¢ che il recettore AVPRIA correla con’OS e la PFS1 (p=0.098 € 0.027). Nessun

risultato statisticamente significativo ¢ stato ottenuto con lo stato natriemico dei
pazienti.

In letteratura non sono noti veri e propri collegamenti tra questa classe di recettori e la
condizione di iponatriemia nei pazienti con tumore al polmone, pero i dati raccolti
tramite questo elaborato potrebbero risultare interessanti da approfondire, visto il ruolo

della vasopressina in questo disordine.

Nella fase prospettica dello studio ¢ stata effettuata anche 1'analisi di espressione di un

set di miRNA, selezionato da un’analisi di miRNA-sequencing eseguita sui campioni

della fase retrospettiva, e 4 miRNA selezionati dalla letteratura (hsa-miR-21-5p, il hsa-
miR-126-3p, il hsa-miR-128-3p ed il hsa-miR-339-5p).
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Le analisi che correlano questi biomarcatori con lo stato natriemico dei pazienti e con

gli oucome clinici sono ancora in corso.

Il set di miRNA ¢ composto in questo modo:

-miRNA tumorali (hsa-miR-147b-3p, hsa-miR-147b-5p, hsa-miR-539-3p, hsa-miR-
625-3p, hsa-miR-9-3p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-937-3p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-
432-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-190a-5p, hsa-miR-32-3p);

-miRNA peritumorali (hsa-miR-1260a, hsa-miR-1260b, hsa-miR-1275, hsa-miR-4454,

hsa-miR- 4695-3p, hsa-miR-5100, hsa-miR-6073).

Tra 1 miRNA tumorali analizzati, il miR-9-5p risulta interessante da investigare in
quanto, in letteratura, ¢ stato visto promuovere la progressione cellulare dell’
adenocarcinoma polmonare (Lung adenocarcinoma, LUAD)®; in modo simile, un
altro lavoro di Ma et.al ha osservato che anche una over-espressione del miR-937-3p

nelle linee cellulari di LUAD sembra correlare con la progressione tumorale,

partecipando all'invasione cellulare e alle metastasi’’.

Uno studio condotto da Wang et. al ha dimostrato la differente espressione di 4 micro-
RNA in pazienti affetti da NSCLC rispetto ai controlli sani’®. I markers in questione
sono: miR-9-3p, miR-205-5p, miR-210-5p € miR-1269a, i quali risultano essere

maggiormente espressi negli esosomi sierici dei pazienti con NSCLC®.
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Al momento, in letteratura, non sono presenti studi che identificano 1 miRNA come

biomarcatori correlabili all’ iponatriemia in pazienti con tumore al polmone; percio, i
2

risultati che si potranno ottenere dalla ricerca condotta in questo elaborato potrebbero
rappresentare un notevole punto di partenza per collegarli alla condizione

iponatriemica o alla neoplasia tumorale.

Ci0 che occorre sottolineare, in merito alle analisi condotte su questi biomarcatori, ¢ la
necessita di adottare metodi standardizzati e coerenti a molteplici livelli, tra cui:
modalita di esecuzione del prelievo e manipolazione del sangue intero, conservazione

dei campioni ed estrazione dell’RNA.

Durante I'analisi dei suddetti miRNA, soprattutto se si prendono in considerazione i

miRNA circolanti, la valutazione del grado di emolisi dei campioni rappresenta un altro
aspetto molto importante da attenzionare, dato che 1 miRNA sono contenuti anche nei
globuli rossi®’.

Uniformare questi aspetti ¢i permette quindi di poter ridurre le differenze inter-

laboratorio e poter usufruire di questi biomarcatori.

Tra gli obiettivi futuri sarebbe importante portare avanti studi gia esistenti che sono
pertinenti con lo scopo di questo elaborato; un esempio ¢ rappresentato dalla ricerca
condotta da Bijkerk ez. al. Questo studio € volto infatti alla dimostrazione del ruolo del
miR-132 nella regolazione dell’omeostasi dell’acqua nell’organismo, in quanto ¢ stato

dimostrato che il silenziamento di questo miRNA, che ¢ altamente espresso a livello
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dell'ipotalamo, aumenta 1'espressione di MECP2, ovvero del repressore del gene che
codifica per I'’4VP. La mancata produzione e rilascio di 4VP determina la diminuzione

della proteina AQP2 e I'aumento dell’osmolarita plasmatica”.

Un altro aspetto che sarebbe interessante approfondire per poter implementare le
ricerche sulla condizione iponatriemica in ambito oncologico, riguarda
I’1dentificazione dei possibili target correlati ai miRNA analizzati nel nostro studio,
mediante analisi di laboratorio o analisi bioinformatiche. A questo proposito, nella
letteratura scientifica ¢ pubblicato uno studio in cui, tramite analisi bioinformatiche su
popolazioni asiatiche, si € osservato che tra i geni target di un set di miRNA e IncRNA
(Long- Non Coding RNA) analizzato confrontando campioni tumorali (NSCLC) e
campioni sani, sono presenti quelli dell’4A0P2 e dell’4AVPR2%. Questo studio ipotizza
che questi geni possono rappresentare dei possibili bersagli per il trattamento
dell’ NSCLC, dato che possono avere un ruolo nello sviluppo di questo tumore. Inoltre,
suggerisce che anche 1 /ncRNA potrebbero essere importanti da attenzionare per

ricercare una possibile correlazione tra i IlncRNA e iponatriemia®’.

Un altro esempio di markers che potrebbe essere studiato in relazione alla condizione

di iponatriemia ¢ rappresentato dall’apelina, un piccolo peptide conosciuto come

ligando del recettore accoppiato alle proteine G APJ e codificato dal gene APLN®!.
Quando tradotta, questa proteina, da origine frammenti differenti e tra questi, ’apelina

13 sembra possa essere implicata in diversi meccanismi a livello tumorale, come
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I'angiogenesi e la metastatizzazione di alcuni tumori, tra cui ad esempio

I'adenocarcinoma polmonare®?.

I risultati ottenuti da questo studio innovativo forniscono quindi un notevole punto di
partenza alla comunita scientifica per ulteriori ricerche e analisi future che mirano a
identificare dei potenziali biomarcatori predittivi e prognostici correlati
all'iponatriemia in pazienti affetti da tumore al polmone. Tali marcatori risultano

particolarmente interessanti, soprattutto se si pensa alla non invasivita delle procedure

di reperimento del materiale biologico.

Infine, risulta necessario progredire con lo studio dell’iponatriemia, cosi da poter

apportare nuove conoscenze che permettano di far luce sui vari aspetti che ancora non
sono stati del tutto chiariti, € migliorare la gestione di questi pazienti, al fine di
incrementare la sopravvivenza e di efficientare 1 costi che gravano sul Sistema

Sanitario Nazionale (SSN).
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