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1. Introduzione

Da molti anni e noto il ruolo che la microflora batterica intestinale o microbiota, svolge
nel mantenimento dell’'omeostasi dell’organismo umano, ma solo recentemente, tramite
l'utilizzo di tecniche colturali e di biologia molecolare sempre piu efficienti, si sono avuti
progressi notevoli nello studio della microflora endogena.

L’interesse della comunita scientifica e stato focalizzato sulle interazioni tra microbiota
intestinale e ospitel, con particolare riguardo alle condizioni fisiologiche e/o patologiche
che possono causare un’alterazione della composizione e del numero dei microrganismi
presenti nell'intestino umano. D’altro canto, numerosi studi hanno gia proposto 'utilizzo
di batteri provvisti di effetti benefici sulla salute dell'uomo o probiotici, nel trattamento
di alcune condizioni patologiche, quali la diarrea infettiva, la sindrome dell’intestino
irritabile (IBS) e le malattie infiammatorie croniche intestinali (IBD).

A tal proposito, assume una notevole importanza I'approfondimento degli studi sul ruolo
del microbiota intestinale nella cancerogenesi della mucosa del colon, dalla formazione
dei polipi adenomatosi fino a quella del carcinoma colon-rettale, allo scopo di ridurne

I'insorgenza e/o I'incidenza nell’'uomo.

1.1. Il microbiota intestinale

1.1.1. Definizione

Per microbiota intestinale si intende I'insieme dei microrganismi, dei loro geni e dei loro
metaboliti, presenti nel tratto gastrointestinale umanoZ.

A seconda del tipo di rapporto che il microbiota realizza con il proprio ospite parleremo
di microrganismi simbionti, commensali e/o patobionti: nel primo caso, sia il microbiota
che l'individuo traggono un vantaggio dalla loro associazione, nel secondo caso, sono
soltanto i microrganismi a trarre vantaggio dall’associazione con |'ospite, senza recare
ad esso né danni né benefici ed infine, nel terzo caso, i batteri, innocui in condizioni

normali, possono indurre un danno all’ospite in condizioni patologiche.



All'interno del tratto gastroenterico, le fonti di nutrimento del microbiota sono costituite
essenzialmente dalle sostanze ingerite con la dieta dall'individuo e da varie componenti
presenti a livello della mucosa intestinale, come muco e cellule epiteliali sfaldate.

Normalmente, il sistema immunitario dell’'individuo e la microflora intestinale si trovano
in una condizione di equilibrio dinamico che, in caso di alterazione della composizione
della microflora, puo essere perturbato e sarebbe associato con la comparsa di patologie
gastroenteriche, come colon irritabile, malattie inflammatorie croniche, diverticolite e/o

cancro del colon e sistemiche, come allergie, obesita, diabete di tipo 2 ed aterosclerosi3.

1.1.2. Composizione e localizzazione

Grazie allo sviluppo di nuove tecniche di biologia molecolare basate sul sequenziamento
della subunita 16S dell’RNA ribosomiale, i ricercatori hanno potuto identificare nonché
classificare i costituenti della microflora intestinale.

Questo complesso ecosistema comprende sia specie autoctone, ovvero microrganismi
commensali acquisiti alla nascita o, come recentemente ipotizzato, trasferiti in fase
prenatale dalla madre al feto poiché gia presenti nel liquido amniotico, nella placenta o
nel sangue del cordone ombelicale!11-113, sia specie transitorie di origine ambientale®.
Inoltre, in accordo con la localizzazione, il microbiota intestinale € costituito soprattutto
da batteri anaerobil?, sia facoltativi che obbligati: tra i primi annoveriamo Lactobacilli e
Streptococchi, Enterococchi e Enterobatteriacee, mentre nel secondo gruppo ritroviamo
Bifidobatteri e Clostridill.

Nell'individuo adulto, i phyla batterici piu rappresentati nella microflora intestinale sono
Firmicutes, 72%, Bacteroidetes, 20% e Actinobacteria e Proteobacteria, 5-8%?12. Al primo
phylum appartengono piu di 200 generi diversi, tra cui Bacilli, Cocchi e Clostridi, mentre
nel secondo sono racchiusi piu di 20 generi, tra cui Bacteroides e Prevotellal3. Nel gruppo
degli Actinobacteria ritroviamo i Bifidobatteri, mentre in quello dei Proteobacteria sono
comprese le Enterobatteriacee ed Escherichia coli.

Nel complesso, la popolazione microbica gastrointestinale include dalle 500 alle 1000
specie differenti, appartenenti a 14 famiglie e a 45 generi, e distribuite su un’area totale
di circa 300 m? di intestino. In totale, le cellule batteriche che costituiscono la microflora
intestinale sono 1014, un numero 10 volte superiore a quello delle cellule eucariotiche

umane*: e per questo che il microbiota intestinale umano contiene un numero di geni



almeno 100 volte superiore a quello dei geni che costituiscono il genoma umano e si puo
considerare un vero e proprio genoma supplementare per l'ospite, detto microbiomas.

Il microbiota intestinale, che include oltre il 70% dei microrganismi presenti nel corpo
umano®, varia notevolmente a livello quantitativo e qualitativo nelle differenti porzioni
del tratto gastrointestinale ed in particolare, la densita batterica aumenta in modo
esponenziale passando dalla porzione superiore a quella inferiore dell’intestino. Nello
stomaco e nel duodeno si registra una minore densita batterica (101-103 CFU/g), mentre
nel tenue (digiuno e ileo), questa densita aumenta (104-107 CFU/g), per poi raggiungere
il suo picco nel colon (1011-1012CFU/g)’.

Le variazioni qualitative e quantitative che si registrano lungo tutto il tubo digerente
dipendono da fattori batterici (es. capacita di adesione e attivita metabolica) e da fattori
legati all’ospite, che si suddividono in fattori estrinseci (es. dieta, assunzione di farmaci e
fattori ambientali) ed intrinseci (es. pH, motilita e tempo di transito, muco, acidi gastrici
e secrezioni gastrointestinali e presenza di ossigeno)8.

Cosi, il colon presenta un’alta densita batterica a causa del transito lento del materiale
ingerito, ma anche del basso potenziale redox caratteristico di questo tratto ed & dunque
'unica porzione di intestino in cui la microflora si stabilizza in maniera permanente.
Viceversa, la popolazione batterica e scarsa nello stomaco a causa del pH estremamente
acido dell’ambiente gastrico ed e costituita soprattutto da Lactobacilli, Streptococchi e
Lieviti, che risiedono nello strato di mucosa che riveste I'epitelio gastrico.

Anche il duodeno e scarsamente colonizzato dalla microflora a causa del transito rapido
del cibo ingerito, della secrezione dei fluidi biliari e pancreatici, che eliminano gran parte
dei microrganismi presenti e dell’effetto dell’attivita motoria propulsiva dell’intestino

che ne impedisce la colonizzazione stabile del lume.

1.1.3. Sviluppo e modificazioni: il microbiota nel neonato e nell’adulto

La colonizzazione del tratto gastrointestinale da parte del microbiota inizia al momento
della nascita e continua con 'avanzare dell’eta fino a costituire una microflora specifica
per ogni individuo4. E un processo complesso, che nelle sue fasi pitl precoci coinvolge
diversi fattori che possono verificarsi durante la nascita (es. tipo di parto) oppure dopo
la nascita (es. tipo di allattamento), ma anche prima della nascita e sono collegati alle

condizioni di salute materne (es. stress e utilizzo di antibiotici)!14. Infatti, sebbene il feto



sia da considerare sterile durante la sua vita uterina, la presenza di batteri nel liquido
amniotico, nella placenta o nel sangue contenuto nel cordone ombelicale suggerisce
'esistenza di una trasmissione madre-feto di commensali anche in tale fase111-113,
Dunque, anche il tipo di parto influenza notevolmente la composizione del microbiota
dei neonati, ovvero i nati con parto naturale hanno una flora simile a quella vaginale
maternal>, mentre quelli nati con parto cesareo hanno una flora simile a quella cutanea
maternal®, presentando un ridotto numero di Bacteroides e Bifidobatteri, ed un numero
maggiore di Clostridi.

Un altro fattore determinante nello sviluppo della flora intestinale durante il primo anno
di vita del neonato & la modalita di alimentazione: nel neonato allattato al seno la flora &
costituita prevalentemente da Bifidobatteril8, la cui crescita ¢ promossa dai complessi
oligosaccaridi presenti nel latte materno, mentre nella flora del neonato nutrito con latte
artificiale possono essere presenti spesso anche specie potenzialmente patogene come
Escherichia coli e Clostridium difficile, normalmente controllate dagli elementi presenti
nel latte materno, come lattosio, glicoproteine, glicolipidi e oligosaccaridil?.

Nei primi tre anni di vita si verifica un cambiamento costante del microbiota, che riflette
una fine regolazione dell’espressione genica all'interno dello stesso!15. Successivamente
la flora batterica rimane sostanzialmente stabile, sebbene possano verificarsi comunque
delle variazioni in essa, ad esempio a seguito di un cambiamento delle proprie abitudini

alimentari o dell'insorgenza di patologie.

1.1.4. Funzioni

La microflora intestinale svolge diverse funzioni che contribuiscono al mantenimento di
uno stato di salute buono dell’individuo, tra cui quelle metaboliche, trofiche e di difesa
ed ha un ruolo importante anche nella regolazione dell'immunita e dell'infiammazione
sistemical®. Per quanto riguarda I'attivita metabolica, & noto che la flora contribuisce alla
produzione delle vitamine K e B12, della biotina e dell’acido folico, oltre ad intervenire
nel metabolismo degli acidi biliari e della bilirubina, andando a formare gli acidi biliari
secondari mediante deconiugazione e deidrossilazione di quelli primari.

Il microbiota partecipa anche al processo di fermentazione saccarolitica, tramite il quale
i polisaccaridi non digeribili come cellulosa, gomme e pectine sono convertiti in sostanze

volatili (es. anidride carbonica) e acidi grassi a catena corta o SCFA (es. acido propionico



e acido butirrico). Gli SCFA migliorano I'assorbimento di calcio, magnesio e ferro, sono
fondamentali nel mantenere un’acidificazione ottimale del pH intestinale, che costituisce
un efficiente sistema di difesa contro i patogeni2?, e la loro produzione stimola la crescita
e la proliferazione/differenziazione delle cellule intestinali epiteliali. L’acido butirrico e
la principale fonte di energia delle cellule epiteliali del colon e ha un’azione antitumorale
(modulando la crescita e differenziazione nelle linee cellulari tumorali epiteliali in vitro e
favorendo il ritorno ad un fenotipo non neoplastico, attraverso il blocco dell’espressione
della cicloossigenasi-2 e I'induzione di apoptosi in adenomi e carcinoma del colon?1-22),
Per quanto riguarda I'attivita di difesa e di modulazione del sistema immunitario, la flora
residente costituisce una valida linea di resistenza alla colonizzazione da parte di batteri
esogeni, indirettamente, competendo per i loro siti di attacco sull’orletto a spazzola delle
cellule epiteliali intestinali e direttamente, producendo sostanze antibatteriche?3.
Sistema immunitario e microbiota sono in perenne equilibrio tra loro: quando la mucosa
intestinale innesca il sistema immunitario innato tramite i Toll-like receptors o TLR, che
riconoscono e legano varie macromolecole microbiche (es. lipopolisaccaride, flagellina e
peptidoglicano), su di essa si avvia una cascata di segnali che portano alla produzione e
al rilascio di peptidi, citochine e fagociti che contribuiscono alla difesa dell’organismo.

E utile quindi che il sistema immunitario intestinale non reagisca in modo incontrollato
al microbiota, cosi da scongiurare la possibilita di sviluppare malattie autoimmuni.

Lo studio del microbiota e del ruolo che ricopre nell’'ambito della salute umana ha spinto
i ricercatori a cercare di modificare questo microhabitat, tramite 1'utilizzo di antibiotici o

la variazione della dieta, ma soprattutto la somministrazione di batteri probiotici.

1.2. Probiotici e prebiotici

1.2.1. Probiotici: definizione e funzioni

Il termine probiotico, che & stato coniato da Lilly e Stillwell nel 196528, nasce dall’'unione
della preposizione latina pro (“a favore di”) e dell’aggettivo greco Biwtikds (“biotico”)
contenente il sostantivo piog (“vita”)116, pertanto esso significa “a favore della vita”.

In base alla definizione del ricercatore inglese Fuller del 1989, 'OMS definisce probiotici
tutti “quei microrganismi viventi che, se somministrati in quantita adeguate, esercitano

un effetto positivo sulla salute dell’ospite rafforzando I’ecosistema intestinale”24-26,



Il primo a teorizzare su un ruolo protettivo dei batteri vivi assunti con la dieta fu il russo
Eli Metchnikoff, premio Nobel per la medicina nel 1908 proprio per questa scoperta: egli
studio la vita e le abitudini alimentari dei pastori caucasici, e notando quanto facessero
largo uso di latte fermentato, volle valutare i suoi effetti benefici sulla salute umana.

[ probiotici per essere tali devono rispettare certe proprieta, ovvero devono essere:

e sicuri per I'impiego nell'uomo; in Europa un utile riferimento in questo senso puo
essere la lista delle specie batteriche qualificate presuntivamente come sicure
dall’Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare o EFSA, ossia che non risultano
portatrici di antibiotico-resistenze acquisite e/o trasmissibili;

e attivi e vitali a livello gastrointestinale, in quantita tali da giustificare gli eventuali
effetti benefici osservati in studi di efficacia;

e in grado di persistere e moltiplicarsi nell'intestino umano, ossia devono resistere
all’elevata acidita dei succhi gastrici, pancreatici e della bile;

e capaci di conferire benefici fisiologici osservati tramite studi effettuati seguendo

le linee guida dettate della FAO/OMS.

Sulla base di tali caratteristiche sono considerati microrganismi probiotici i Lactobacilli
(es. Lactobacillus acidophilus, caseli, lactis e bulgaricus) e i Bifidobatteri (es. Streptococcus
thermophilus e Bifidobacterium bifidum)?2°.

E inoltre importante sottolineare come gli effetti biologici prodotti dai probiotici siano
ceppo-specifici, tanto che l'utilizzo di un nuovo ceppo batterico, anche se appartenente
ad una specie gia impiegata, richiede una nuova valutazione della sicurezza ed efficacia.
Nel suo insieme la classe dei probiotici svolge molte ed importanti funzioni nell’ambito
del mantenimento di uno stato di salute buono dell’individuo??.

Innanzitutto, poiché i Lactobacilli sono in grado di convertire il lattosio in acido lattico
(fermentazione lattica), la loro assunzione puo aiutare gli individui intolleranti a questo
zucchero a digerirne piu di quanto riuscirebbero altrimentill’. Questo effetto benefico e
possibile grazie al rilascio da parte di questi batteri dell’enzima p-galattosidasi, in grado
di scindere il lattosio nelle sue componenti piu digeribili glucosio e galattosio.

Come indicato da molte meta-analisil18-123, i probiotici bloccano efficacemente la diarrea
associata agli antibiotici o AAD, una condizione patologica che, causando un’alterazione

del microbiota, produce dei cambiamenti nel metabolismo dei carboidrati, con il ridotto



assorbimento di acidi grassi a catena corta e una conseguente diarrea osmotica. Questo
processo, inoltre, puo favorire la proliferazione di patogeni come Clostridium difficile.

[ Lactobacilli sono poi considerati utili anche nel trattamento negli adulti delle infezioni
sostenute da Helicobacter pylori, in associazione ai farmaci che vengono normalmente
utilizzati per la sua eradicazione; in particolare, da studi recenti € emerso che I'aggiunta
di yogurt contenenti probiotici alla tripla terapia convenzionale, nonostante lasci il tasso
di eradicazione del batterio invariato, sia in grado di ridurre la frequenza di stomatite e
costipazione correlate alla sua presenza nello stomaco124,

Molte patologie gastrointestinali come la sindrome del colon irritabile, i linfomi e anche
'obesita trovano una possibile causa nell’alterazione del microbiotal2>, tanto da indicare
come strategia terapeutica adiuvante 'uso dei probiotici assunti con I'alimentazione?26,
Infine, & stato dimostrato in studi di laboratorio che alcuni Lactobacilli (es. Lactobacillus
bulgaricus) hanno un effetto anti-mutageno, dovuto presumibilmente alla loro capacita
di legarsi alle ammine eterocicliche, prodotte durante il processo di cottura dei cibi dalle
sostanze cancerogene contenute nella carne!?’. Studi sugli animali hanno dimostrato che
alcuni ceppi di Lactobacilli possono avere un effetto protettivo nei confronti del tumore
al colon nei roditori, mentre quelli effettuati sull'uomo sono ancora insufficienti e spesso
discordi tra lorol27. La maggior parte di essi ha dimostrato che i ceppi batterici utilizzati
possono avere degli effetti anti-tumorali mediante la riduzione dell’attivita di un enzima

noto col nome di B-gluconoridasi, che puod generare carcinogeni a livello intestinale128.

1.2.2. Prebiotici: definizione e funzioni

La FAO definisce prebiotico “un costituente degli alimenti non vitale e non digerito, che
conferisce benefici alla salute tramite una modulazione del microbiota intestinale”30.

Tra le diverse sostanze che possono essere considerate dei prebiotici ritroviamo le fibre
idrosolubili, B-glucani e fructani, gli oligofruttosaccaridi o FOS, dei quali il piu studiato &
I'inulina, e il lattulosio. La loro funzione e quella sostenere la crescita e la proliferazione
di una o piu specie batteriche “buone” nel colon, capaci di modulare I’equilibrio esistente
nella microflora intestinale endogena3!.

Molti cibi che assumiamo normalmente contengono prebiotici, come frumento e germe
di grano, miele, aglio e cipolla e legumi, ed inoltre, essi sono presenti anche nei principali

alimenti fermentati come il pane, la pizza e naturalmente lo yogurt.



[ prebiotici, insieme agli specifici probiotici per cui rappresentano il nutrimento, danno
origine ai cosiddetti prodotti simbiotici, che dimostrano di solito un’efficacia maggiore

rispetto a quella delle due sostanze assunte singolarmente32.

1.3. Cancerogenesi della mucosa colica

1.3.1. Polipi intestinali
1.3.1.1. Definizione e caratteristiche

[ polipi intestinali sono protuberanze patologiche che sporgono nel lume dell’intestino e
che solitamente prendono origine dalla mucosa sottostante.

A livello del tratto gastrointestinale si localizzano comunemente nel colon, ma possono
ritrovarsi anche nell’esofago, nello stomaco e nel piccolo intestino.

Da un punto di vista morfologico possono essere di tipo sessile o peduncolato: nel primo
caso hanno una struttura cupoliforme connessa ad una larga base di impianto, mentre
nel secondo caso appaiono come lesioni fungiformi, costituite da una testa piu grande
del peduncolo33.

Istologicamente, invece, i polipi si dividono in non-neoplastici e neoplastici3* 35.

1.3.1.2. Polipi non-neoplastici

Si suddividono in polipi infiammatori, polipi iperplastici e polipi amartomatosi.

[ polipi infiammatori, come suggerisce il nome, originano dalle cicatrizzazioni di lesioni
inflammatorie, sono costituiti da una componente ghiandolare, presente in proporzioni
variabili, e da uno stroma infiltrato da cellule infiammatorie e sono spesso riscontrabili
in patologie infiammatorie croniche dell’intestino.

[ polipi iperplastici sono i piu frequenti, si diagnosticano principalmente in eta avanzata
(intorno ai 50 anni), hanno origine da proliferazioni secondarie della mucosa ad alterato
turnover epiteliale/stromale e la loro sede primaria d’insorgenza e il colon distale, dove
appaiono come escrescenze di dimensione inferiore ad 1 cm.

E opportuno sottolineare che i polipi iperplastici non sono lesioni precancerose, tuttavia

possono diventarle se compaiono su di essi foci di atipia citologica e strutturale.



Si realizza cosi il fenotipo misto iperplastico-adenomatoso, che puo evolvere in seguito
in adenocarcinoma.

[ polipi amartomatosi, infine, possono essere sporadici o associati a sindromi genetiche
(es. la sindrome di Peutz-Jeghers e la poliposi giovanile) e dei vari polipi non-neoplastici
sono quelli a minore riscontro percentuale. Essi derivano dalla proliferazione di diverse
componenti della mucosa (es. le miocellule lisce, il tessuto stromale e quello ghiandolare
mucosecernente) e benché le loro sedi prevalenti d’'insorgenza siano il colon e 'intestino
tenue, talvolta sono riscontrabili anche nello stomaco.

Il rischio di trasformazione neoplastica di questi polipi e nullo o basso.

1.3.1.3. Polipi neoplastici o adenomi

[ polipi neoplastici, o adenomi, sono neoplasie intraepiteliali di tipo benigno circoscritte
alla membrana basale (non invasive) e che derivano dalle cellule epiteliali delle cripte3®.
La loro incidenza aumenta all’aumentare dell’eta, tanto che sono piu frequenti dopo i 50
anni3?. 38 e possono essere osservati mediante la colonscopia, un esame diagnostico che
consente di identificare eventuali lesioni precancerose, come i polipi adenomatosi.
Questo tipo di polipi ha delle dimensioni variabili che vanno da 0,3 ai 10 cm di diametro
e si contraddistingue per una certa atipia citologica e strutturale, ovvero puo presentare
displasia di grado piu o meno elevato. Il rischio di cancerizzazione aumenta in base alle
dimensioni e al grado di atipia strutturale.

[ polipi neoplastici del grosso intestino si classificano in adenomi polipoidi convenzionali
e adenomi piatti, adenomi serrati e adenomi serrati sessili.

Gli adenomi piatti, in base alla loro architettura, sono suddivisi in tubulari, tubulo-villosi
e villosi, secondo un ordine decrescente di frequenza e crescente di atipia strutturale.

[ polipi serrati condividono la loro architettura “dentellata” con i polipi neoplastici, che
caratterizza soltanto la superficie di questi ultimi, mentre si estende a tutta la lunghezza
della ghiandola, compresa la cripta, nel polipo serrato3° e si localizzano principalmente
nel colon sinistro, al contrario dei cosiddetti polipi serrati-sessili che sono localizzati piu
frequentemente nel colon destro.

Gli adenomi sono per la maggior parte dei casi asintomatici, ma talvolta possono causare
anemia da stillicidio ematico o ematochezia o, qualora siano di grandi dimensioni, sono

causa di dolori addominali e persino di un’occlusione intestinale.



1.3.2. Carcinoma colo-rettale
1.3.2.1. Epidemiologia e prognosi

Il carcinoma colo-rettale (CCR) o adenocarcinoma & una neoplasia epiteliale maligna che
ha derivazione ghiandolare ed & molto frequente nei paesi occidentali, dove € il tumore
piu diagnosticato dopo quello polmonare nell'uomo e quello mammario nella donna.
Rappresenta la seconda causa di morte cancro-relata?? e la sua incidenza differisce tra le
diverse aree geografiche mondiali, variando dai 45 casi/100.000/anno in Nord America
e Australia ai 3-6 casi/100.000/anno in Asia del Sud e in Nord-Africa, mentre in Europa
si ha un’incidenza intermedia stimata in 36 casi/100.000/anno*1.

In Italia si stima che ogni anno vengano effettuate circa 48.000 nuove diagnosi di CCR e
che 16.000 persone muoiano a causa delle complicanze legate a questa neoplasia.

I1 CCR colpisce con una leggera prevalenza il sesso maschile e la sua incidenza aumenta
con 'aumentare dell’eta, tanto che la maggior parte dei casi, circa il 90%, e diagnosticata
dopo i 50 anni, mentre risulta molto raro sotto i 45 anni.

Nell'ultimo quarto di secolo, nei paesi industrializzati, si e registrata una netta riduzione
dell'incidenza di CCR e della mortalita legata ad esso, che & dovuta molto probabilmente
alla possibilita di eseguire diagnosi piu precoci grazie alla diffusa adesione ai programmi
di screening e ad una maggiore efficacia dei trattamenti medici e chirurgici.

Viceversa, nei paesi in via di sviluppo, si rileva un costante aumento di casi di carcinoma
colo-rettale, nonostante la sua incidenza rimanga globalmente piu bassa.

La prognosi del CCR e influenzata dallo stadio raggiunto dalla malattia al momento della
diagnosi, tanto che la sopravvivenza globale a 5 anni in pazienti affetti da questo tumore
nei paesi industrializzati e del 65% in medial2?, considerando che la maggior parte delle
diagnosi avviene allo stadio III della malattia. E quindi chiaro che una diagnosi precoce
puo incidere in modo determinante sull’esito di un eventuale trattamento chirurgico e/o

terapeutico e piu in generale, sul decorso della malattia.

1.3.2.2. Eziologia e fattori di rischio

La maggior parte dei carcinomi colo-rettali (oltre 90%) & di origine sporadica, mentre
circa il 5% é di tipo ereditario*? ed insorge nel contesto di varie sindromi geneticamente

determinate (es. la sindrome di Lynch e la poliposi adenomatosa familiare)*3. 44,
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Nonostante I'eziologia del tumore del colon-retto sia ancora sconosciuta, il suo carattere
multifattoriale suggerisce che fattori ambientali e suscettibilita genetica possano avere
un ruolo preponderante nella genesi di questo tumore.

Tra i fattori favorenti lo sviluppo del CCR ritroviamo una dieta ricca di grassi animali e
povera di fibre, in cui ad esempio si ha un consumo eccessivo di carni rosse, soprattutto
se lavorate*>, uno stile di vita sedentario, I'obesita%®, il fumo di sigaretta*’, un consumo
eccessivo di alcool*8, la presenza di diverticoli del colon oppure malattie inflammatorie
croniche intestinali. A questi fattori va aggiunto quello forse piu importante, ovvero l'eta
avanzata, sia per I'aumento della frequenza dei polipi del colon e sia per il lungo periodo
di esposizione a cancerogeni ambientali che la caratterizza.

Tra i fattori protettivi, invece, ritroviamo una dieta ricca di frutta e di verdura, I'attivita
fisica moderata e regolare, e inoltre, come e stato dimostrato recentemente, I'assunzione
giornaliera di basse dosi di acido acetilsalicilico (ASA) per lunghi periodi (ovvero almeno

6 anni) o di farmaci anti-inflammatori non steroidei (FANS)#. 50,

1.3.2.3. Storia naturale e alterazioni molecolari

Nel corso degli anni numerosi studi hanno dimostrato che, solitamente, la carcinogenesi
del carcinoma colo-rettale & un processo multistep progressivo, definito generalmente
“sequenza adenoma-carcinoma”s1.

Il processo, secondo un modello sequenziale ipotizzato per la prima volta dall’americano
Vogelstein nel 1988, prevede una fase di “iniziazione”, nella quale si ha la trasformazione
dell’epitelio normale in adenoma, seguita da una fase di “promozione” con I'’evoluzione
da adenoma a cancro®2.

Come si e detto, gli adenomi costituiscono i precursori del CCR, tuttavia solo il 6% circa
degli adenomi degenera in carcinoma e cio dipende da diversi fattori, tra cui la variante
istologica dei polipi adenomatosi, le dimensioni (se maggiori di 2 cm) ed il numero totale
dei polipi, direttamente proporzionale al rischio di trasformazione.

Ogni trasformazione e conseguenza dell’accumulo sequenziale di alterazioni genetiche e
epigenetiche, che agiscono sui geni oncosoppressori, oncogeni e/o sui geni che svolgono
un ruolo chiave nella riparazione del DNA53. Nello specifico, le alterazioni genetiche sono
riconducibili nella totalita dei casi ad un’instabilita cromosomica (CIN), ad un’instabilita

dei microsatelliti (MSI) e ad un’instabilita delle isole CpG (CIMP)54.
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La prima causa di insorgenza del CCR familiare e sporadico e l'instabilita cromosomica
(CIN), caratterizzata da una modificazione quantitativa (detta aneuploidia) e funzionale
del DNAS5S, soprattutto a carico dei geni APC, KRAS, SMAD4 e p53.

L’evento precoce iniziale della “sequenza adenoma-carcinoma” e la mutazione del gene
oncosoppressore APC, il quale inibisce la B-catenina, coinvolta nella via di segnalazione
intracellulare WNT. La perdita di funzione di APC, causata dalla mutazione di entrambi
gli alleli del gene sul cromosoma 5, provoca 'accumulo intracellulare di B-catenina, che
traslocando nel nucleo, attiva la trascrizione di quei geni promuoventi la proliferazione
cellulare (es. c-MYC e ciclina D1).

Nella poliposi adenomatosa familiare (FAP), ad esempio, cioe una patologia autosomica
dominante, una mutazione di APC provoca lo sviluppo di centinaia di polipi adenomatosi
nel colon-retto sino dalla tarda infanzia, col rischio di evoluzione in CCR in eta giovanile
del 100 % (a 30-40 anni).

KRAS ¢é un oncogene la cui mutazione, presente nel 40% degli adenomi e carcinomi®®, si
riscontra nella fase iniziale della conversione da adenoma a carcinoma. E una mutazione
del tipo “gain of function”, cio€ la proteina GTPasi codificata dal gene KRAS rimane nello
stato attivato e promuove la proliferazione cellulare>’.

SMAD2 e SMAD4 sono due geni oncosoppressori che, diversamente da KRAS, mostrano
una mutazione di tipo “loss of function”, cioeé perdono la loro capacita inibitoria sul ciclo
cellulare determinando una crescita autonoma incontrollata della cellula tumorale.
Infine, TP53 € un gene oncosoppressore che codifica per la proteina p53, il “guardiano
del genoma”, per il suo ruolo chiave nel prevenire i danni al DNA, mediante 'attivazione
della sua riparazione o I'induzione dell’apoptosi nella cellula.

Questo tipo di mutazione, tardiva e rilevante nella fase di trasformazione da neoplasia
non-invasiva, o NIN, di alto grado a carcinoma infiltrante, e presente nella maggior parte
dei carcinomi (in piu del 60%), mentre € rara negli adenomi®s.

L’instabilita dei microsatelliti, ossia sequenze di uno, due o tre nucleotidi irregolarmente
disperse nel DNA e suscettibili a errori durante la replicazione, & coinvolta nello sviluppo
del 15% dei CCR sporadici e di oltre il 95% delle forme ereditarie associati alla sindrome
di Lynch (HNPCC). Alla base di questa instabilita, che porta ad un incremento del rischio
di mutazioni, vi e un deficit nel sistema del mismatch repair del DNA (MMR), un insieme
di geni (hMLH1 e hMSH2) che preserva la stabilita del DNA durante la ricombinazione e

la replicazione, evitando I'errato appaiamento dei nucleotidi.

12



[ CCR che originano dall’instabilita dei microsatelliti sono piu frequentemente localizzati
nel colon destro e presentano un tipico istotipo mucinoso (o medullare), con infiltrazioni
linfocitarie peritumorali e intratumorali>°.

Nel caso della HNPCC, una sindrome genetica autosomica dominante che insorge in eta
precoce (prima dei 50 anni), con lo sviluppo di diverse neoplasie maligne, la mutazione
che ne causa l'insorgenza riguarda, nel 40% dei casi, hMLH1 e nel 45%, hMSH2.
L’ipermetilazione delle isole CpG, presenti sui promotori di alcuni geni oncosoppressori
e dell'oncogene BRAF, provoca il silenziamento dell’espressione di tali geni ed il CCR che
si sviluppa quando queste isole CpG divengono instabili deriva da polipi serrati, secondo
una progressione che a partire dal polipo iperplastico e passando per 'adenoma serrato
porta all’'adenocarcinoma®0,

La mutazione di BRAF, in particolare, avviene precocemente nel “pathway serrato” e puo
essere riscontrata nel 90% dei CCR che si sono evoluti da adenomi serrati sessili, mentre
non é quasi mai presente negli adenomi convenzionali.

L’'inflammazione cronica ha un ruolo fondamentale nell’iniziazione e nella progressione
del CCR. Questa osservazione € supportata dalla forte associazione tra IBD e CCR e dalla
scoperta degli effetti positivi a lungo termine di farmaci anti-infiammatori non steroidei
(FANS) e dell’aspirina nella prevenzione della neoplasia®? 62,

Tra i meccanismi dell'inflammazione che predispongono all'insorgenza di CCR troviamo
l'attivazione dei sistemi anti-apoptotici che stimolano la proliferazione cellulare, i danni
al DNA mediante la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e di specie reattive
dell’azoto (RNS), la produzione di fattori di crescita ed i cambiamenti di conformazione

delle membrane che facilitano I'invasione e ’adesione cellulare63-65,

1.4. Relazione tra microbiota e tumore del colon-retto

Una relazione tra il microbiota intestinale e i tumori del colon-retto € stata ipotizzata piu
volte, soprattutto per il forte legame esistente tra questo tipo di neoplasia e la dieta.

Nel 1975, Reddy e i suoi colleghi, scoprirono che I'incidenza di CCR, pari al 20% nei topi
trattati chimicamente allo scopo di far sviluppare loro il tumore, toccava il 93% in quelli
convenzionali non trattati®®.

Studi epidemiologici effettuati in passato hanno tentato di mettere a fuoco le differenze

che esistono a livello qualitativo tra la flora intestinale delle popolazioni ad alto rischio
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di insorgenza di CCR e quella delle popolazioni in cui questo rischio e ridotto ed ¢ stato
mostrato il possibile ruolo nella cancerogenesi di alcune specie batteriche, contrapposte
ad altre specie associate, invece, ad un ridotto rischio di insorgenza della neoplasia®’. Lo
sviluppo di metodiche di biologia molecolare sempre piu efficaci ha reso possibile uno
studio sicuramente piu approfondito del microbiota e delle funzioni che svolge, tuttavia
la caratterizzazione dei processi tramite i quali i microrganismi sarebbero coinvolti nella
cancerogenesi € tuttora difficile, sia a causa della complessita e della durata dell’intero
processo di sviluppo dei tumori sia per la grande eterogeneita del microbiota. Questo
rende ancora difficile eseguire studi clinici in vivo, e 1a maggior parte dei dati disponibili
a riguardo deriva da sistemi sperimentali e in vitro, volti a valutare gli effetti di alcuni
specifici batteri. Quelli che si ottengono sono risultati molto contrastanti, dal momento
che alcuni mostrano un ruolo pro-carcinogenetico del microbiota e altri ne evidenziano

uno diametralmente opposto.

1.4.1. Ruolo pro-carcinogenetico del microbiota

[ microrganismi intestinali potrebbero favorire I'insorgenza delle neoplasie in due modi
diversi: un primo meccanismo implica I'attivazione delle vie di segnalazione che passano
per i TLR, portando ad un’infiammazione cronica della mucosa che é legata a sua volta
ad un aumento del rischio d’insorgenza del cancro, come nel caso dei carcinomi associati
alle IBD. Un secondo meccanismo coinvolge invece le attivita metaboliche del microbiota
intestinale, capace di produrre delle tossine con un effetto pro-carcinogenetico diretto o

enzimi in grado di attivare i carcinogeni ingeriti con la dieta.

1.4.1.1. Microbiota ed inflammazione

La correlazione tra inflammazione e cancerogenesi € ben nota®®70 e sembra addirittura
che fino al 15% dei tumori nell'uomo sia associato all'inflammazione??.

Nel colon, un esempio di tale correlazione e dato dal colitis-associated cancer (CAC), che
insorge in pazienti affetti da IBD: in tal caso, 'inflammazione cronica precede lo sviluppo
del tumore, e mediante la produzione di ROS e di RNS, induce mutazioni e danni a livello
del DNA, che contribuiscono alla trasformazione neoplastica dell’epitelio. Nel CCR di tipo

sporadico e invece piuttosto difficile che 'infiammazione possa costituire il solo evento
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scatenante, mentre € possibile che, tramite i danni al DNA che causa, possa contribuire
all’accumulo delle alterazioni che innescano il processo neoplastico’2.

Come abbiamo visto in precedenza, il microbiota svolge importanti funzioni immunitarie
e metaboliche ed interviene nel controllo delle vie di trascrizione di alcune citochine
inflammatorie. In condizioni normali vi & un equilibrio tra la produzione di citochine
anti-inflammatorie, come IL-10, e pro-infiammatorie, come IL-17, mentre le variazioni
del numero, della diversita e stabilita dei batteri commensali, e in particolare del gruppo
dei Clostridi, possono produrre uno spostamento di questo equilibrio verso un fenotipo
aggressivo pro-infiammatorio. Questa aumentata produzione di citochine, tra cui ci sono
TNFaq, IL-1 e [L-17, insieme all’attivazione dei TLR ad opera di alcuni patogeni, produce
'attivazione della cascata di NF-kB, un fattore di trascrizione di vari geni anti-apoptotici
(come Bcl-2 e Bcl-xL) che, tramite I'aumento della proliferazione cellulare e dei processi
di angiogenesi, & in grado di sostenere 'oncogenesi’3 74,

L’influenza dei commensali sull'infiammazione e la cancerogenesi ¢ dimostrata da alcuni
studi sui topi in cui, in condizioni germ-free, I'inflammazione intestinale e la formazione
di tumori sono risultate significativamente ridotte rispetto ad animali posti in condizioni
di normalita?s 76, Inoltre, questi topi germ-free presentavano un alto numero di cellule
natural Kkiller, linfociti B e T citotossici nel sangue periferico, indicativi di una migliore
risposta immunitaria.

Questi studi confermano il ruolo del microbiota nei processi di trasformazione in senso
neoplastico, anche se non tutti i batteri inclusi in esso sembrano avere la stessa capacita

di causare tali patologie.

1.4.1.2. Microbiota e attivazione dei pro-carcinogeni

La capacita metabolica del microbiota intestinale risulta fondamentale nell’attivazione e
nella detossificazione degli agenti carcinogeni, tuttavia, esso esprime anche molti enzimi
(come B-glucosidasi, -glucuronidasi, nitroreduttasi e alcool deidrogenasi), direttamente
coinvolti nello sviluppo di certe forme neoplastiche.

[ primi studi che hanno permesso di dimostrare questo coinvolgimento, sono stati fatti
su dei topi germ-free che non sviluppavano tumori intestinali in seguito all’esposizione
ad un certo carcinogeno, ma nei quali tali neoplasie insorgevano quando i topi venivano

esposti direttamente al suo metabolita attivo, generato dall’azione della B-glucosidasi’’.
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Le B-glucosidasi sono enzimi appartenenti alla classe delle idrolasi, che come suggerisce
il nome, idrolizzano il legame glicosidico presente nei carboidrati, liberando in ogni ciclo
catalitico, degli agliconi, alcuni dei quali possono avere degli effetti tossici.

Anche la B-glucuronidasi, un enzima espresso soltanto da alcuni batteri (es. Clostridi) ha
un effetto negativo sull’'insorgenza dei tumori ed in effetti, in campioni di feci di pazienti
con CCR sono stati rilevati dei valori significativamente piu elevati di attivita di questo
enzima rispetto a soggetti sani’8; tra gli agenti carcinogeni attivati dal microbiota e legati
probabilmente all’attivita della B-glucuronidasi vi sono alcune amine eterocicliche, come
la 2-amino-3 metil-imidazo [4,5-f]chinolina (IQ), che si sviluppano durante il processo di
cottura della carne rossa (un fattore di rischio noto per il CCR). Questi composti attivati
sono in grado di formare addotti al DNA e di avere quindi un effetto mutageno?? 80,

Un ulteriore possibile meccanismo di cancerogenesi correlato al microbiota coinvolge la
sintesi diretta di sostanze mutagene, come i fecapenteni prodotti dai Bacteroides, i ROS
prodotti da Enterococcus faecalis®3 84 o il solfuro di idrogeno prodotto dai microrganismi
solfato-riducenti, che provocano danni al DNA e inducono trasformazione neoplastica.
Interessante e I'osservazione che alcuni commensali come i Bifidobatteri e i Lactobacilli
hanno invece un ruolo opposto su questi agenti ed antagonizzano i loro effetti mutageni

inattivando, forse, gli enzimi o legando direttamente 1’agente carcinogeno 1Q81.82,

1.4.2. Ruolo anti-carcinogenetico del microbiota

Negli ultimi anni gli studi scientifici si sono rivolti specialmente verso il ruolo protettivo
che i microrganismi svolgono nel controllo dei processi intrinseci epiteliali.

La complessa interazione che c’e tra la dieta, il normale microbiota intestinale e la salute
ha promosso lo sviluppo di strategie, come I'uso dei probiotici, che potessero permettere
la crescita selettiva di alcuni microrganismi ad azione benefica.

Nonostante non vi sia ancora un consenso unanime sul ruolo definito dei probiotici nella
prevenzione del CCR, é riconosciuto che alcuni ceppi possono avere degli effetti benefici
sulle attivita metaboliche del tratto gastrointestinale e che possono stimolare la risposta
immunitaria dell’ospite.

[ meccanismi mediante i quali i probiotici e i prebiotici sarebbero in grado di coadiuvare
la prevenzione/terapia dei tumori gastrointestinali non sono stati ancora chiariti, anche

e soprattutto in considerazione del fatto che il microbiota puo interferire a diversi livelli
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nella sequenza adenoma-carcinoma: nella sua fase precoce di iniziazione, alcune specie
batteriche, sia direttamente a causa di una maggiore fitness sia indirettamente mediante
la competizione con altre specie pericolose, sono in grado di ridurre la concentrazione
delle molecole carcinogenetiche nel lume colico. In uno stadio piu tardivo, i commensali
potrebbero controllare la proliferazione delle cellule displastiche regolando e inducendo
I'apoptosi, sia direttamente con la produzione di molecole (es. SCFA) sia indirettamente
tramite la stimolazione del sistema immunitario.

L’apoptosi € un complesso processo multistep importante per I'omeostasi della mucosa
intestinale. In questa cascata di segnali intracellulari, che porta alla morte programmata
della cellula, sono coinvolte varie molecole, tra cui le caspasi, che hanno un ruolo chiave.
Nella fase iniziale della cascata interviene la caspasi 9, detta caspasi iniziatrice, la quale
attiva diverse caspasi effettrici (es. caspasi 3) che agiscono nelle fasi finali. Una perdita
di efficacia di tale via di segnalazione porterebbe ad un malfunzionamento del processo
apoptotico, con proliferazione cellulare incontrollata, fino alla trasformazione maligna.
In linea con queste considerazioni e il modello sperimentale messo a punto in vivo sui
topi e descritto in uno studio pubblicato recentemente®>: i topi, trattati con un regime
terapeutico a base di quattro antibiotici in grado di eliminare parte della loro microflora
intestinale, mostravano una riduzione dell’apoptosi rispetto ai controlli. Questi risultati
erano confermati da un secondo studio in vitro, in cui dei campioni di mucosa intestinale
incubati con specie probiotiche e estratti fecali presentavano una maggiore espressione
di geni pro-apoptotici (caspasi 3 e 9), degli stessi campioni non trattati coi probiotici®>.

A livello intraluminale, i probiotici prevengono la colonizzazione della mucosa da parte
dei batteri patogeni mediante un meccanismo di esclusione competitiva che si realizza
con il consumo di nutrienti, la saturazione dei siti di adesione, la produzione di sostanze
antimicrobiche e la stimolazione dell’organismo ospite a sintetizzarne a sua volta, come
defensine, catelicidine e lectine di tipo C86.

Inoltre, i probiotici possono inibire 'azione degli enzimi batterici della microflora, i quali
sono responsabili dell’attivazione di pro-carcinogeni, come azoreduttasi, nitroreduttasi
e B-glucosidasi8” 88 o possono inattivare mutageni e carcinogeni, legandosi direttamente
ad essi e prevenendo cosi la loro interazione con le cellule del colon.

La produzione degli SCFA a partire dai carboidrati non digeribili e un altro meccanismo
tramite cui il microbiota svolge un’azione anti-carcinogena. Gli effetti benefici degli SCFA

sono stati rivelati da studi in cui popolazioni con una bassa incidenza di polipi colorettali
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e CCR (es. africane) hanno mostrato un’alta concentrazione di SCFA nelle feci8? 99.

Tra gli SCFA, quello maggiormente dotato di azioni anti-carcinogene e il butirrato, che e
prodotto principalmente a livello del colon prossimale, dove determina una riduzione
del pH, favorendo cosi la crescita di ceppi di Lactobacilli acido-resistenti.

Alcuni studi hanno dimostrato che il butirrato inibisce la proliferazione cellulare, induce
I'apoptosi delle cellule tumorali®®: 92; inoltre, esso puo ridurre 'espressione dell’enzima
cicloossigenasi (o COX-2) nelle linee cellulari tumorali?? %4 e di indurre quella di un altro
enzima, la glutatione-s-transferasi dell’ospite, ad azione detossificante.

Rilevanti sono anche gli effetti sul sistema immunitario, su cui i probiotici sono in grado
di esercitare un’attivita immunomodulatoria, grazie al riconoscimento di certe molecole
presenti sulla loro superficie, i pathogen-associated molecular patterns (PAMP), da parte
dei recettori TLR2 e TLRY, in particolar modo. Il segnale intracellulare che ne consegue
stimola la produzione di citochine in grado di coordinare le specifiche risposte di cellule
inflammatorie e di regolare I'attivita di quelle immunocompetenti®>-99,

Studi recenti hanno dimostrato che I'’enzima COX-2 e implicato nello sviluppo delle IBD e
del CCR190; per I'induzione di tale enzima € necessaria l'attivazione di TLR4, un recettore
associato al CAC10L 102 ‘inoltre, un’iperespressione di TLR4, rilevata nel colon di pazienti
affetti da IBD ed in modelli sperimentali di colite, stimola I'attivazione di NF-kB, il quale
a sua volta induce l'espressione di COX-2103,

Uno studio, in particolare, ha evidenziato che diverse specie di probiotici sono in grado
di inibire I'attivazione di NF-kB legata a TLR4, e cio potrebbe determinare una riduzione

dell’espressione di COX-2103,

1.4.3. Modifiche a livello dell’ospite

Una delle strategie utilizzate dall’ospite per proteggere il microbiota consiste nel ridurre
i contatti tra la superficie epiteliale ed i microrganismi, limitando cosi I'infiammazione
tissutale e la traslocazione dei germi potenzialmente patogeni. Questa strategia € attuata
grazie all’azione di cellule epiteliali, muco, immunoglobuline A, peptidi antimicrobici e
cellule immunitarie, definiti nel loro insieme come “mucosal firewall”104,

Il muco, in particolare, viene prodotto dalle cellule caliciformi mucipare e costituisce lo
scudo primario contro i batteri patogeni. Inoltre, tutte le cellule epiteliali intestinali sono

in grado di produrre peptidi antimicrobici capaci di attaccare la membrana cellulare
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batterica e distruggerlal%. Tra tutti questi peptidi, un ruolo fondamentale € svolto dalle
defensine, componenti essenziali del sistema immunitario innato dell’ospite, che sono
sintetizzate e secrete da cellule costantemente esposte ai batteri ambientali; le defensine
presentano residui carichi positivamente, in grado di legarsi alle membrane di numerosi
batteri (soprattutto GRAM-) e di distruggerle, esercitando cosi un’azione antibatterica.
All'interno della loro struttura contengono 6 residui di cisteina ed in base alla posizione
dei residui sono classificate in due grandi famiglie, le a- e le B-defensine. Le B-defensine
sono piu abbondanti nelle cellule epiteliali polmonari, cutanee ed urogenitali, mentre le
a-defensine sono sintetizzate dai neutrofili (HNP1-4) e dalle cellule di Paneth intestinali
(HD-5 e HD-6). In certi casi, queste molecole vengono espresse costitutivamente, mentre
in altri casi & necessaria I'attivazione di pattern recognition receptors (PRR) per la loro
produzione. I PRR sono dei recettori di membrana presenti sulla superficie delle cellule
epiteliali della mucosa, capaci di riconoscere degli specifici antigeni presenti sui batteri
patogeni. In questo gruppo di recettori troviamo i TLR, per il riconoscimento di molecole
extracellulari ed i Nod-like receptors (NLR), per quelle intracellulari.

Come detto precedentemente, gli antigeni che vengono riconosciuti sono definiti PAMP e
includono il lipopolisaccaride (LPS), i peptidoglicani, i lipidi, e le lipoproteine. Il legame
dei PAMP con i PRR provoca I'attivazione di fattori di trascrizione (es. NF-kB) che induce
la produzione di citochine pro-infiammatorie e I'attivazione dei Linfociti T.

L’espressione delle a-defensine HD-5 e HD-6 potrebbe aumentare in risposta ad alcuni
stimoli infiammatori, come avviene nelle malattie infiammatorie croniche intestinalil0e.
Interessante é risultato il riscontro di un aumento della quantita di a-defensine nella
mucosa, nel siero e nelle feci di pazienti affetti da CCR, tanto da essere proposto come
metodica di screening precoce per il tumorel?7-110, Non e ancora chiaro il meccanismo
alla base di questa variazione della quantita di a-defensine, ma e possibile che essa sia
direttamente correlata con la proliferazione di cellule displastiche e conseguentemente

con la loro trasformazione in senso neoplastico.

1.5. Metodi di studio del microbiota

Attualmente sono disponibili molte metodologie di studio del microbiota umano, che
vanno da approcci piu tradizionali, come quelli colturali, a tecnologie di sequenziamento

del DNA di nuova generazione.
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L’avvento di tecniche di biologia molecolare sempre piu efficaci, in particolare, ha aperto
nuove “strade” in questo settore della ricerca, facendo aumentare sempre piu l'interesse
dei ricercatori per il microbiota umano. Ciononostante, considerata la varieta di tecniche
a disposizione, & fondamentale comprendere i vantaggi intrinseci ed i limiti di ciascuna

di esse, cosi da consentire la scelta della piu adatta da utilizzare.

1.5.1. Metodi classici

1.5.1.1. Colture in batch

Per piu di un secolo i microbiologi hanno utilizzato delle metodiche colturali tradizionali
in laboratorio, che consentono di isolare e studiare singole colonie batteriche allo scopo
di descrivere le loro caratteristiche fenotipiche e le loro capacita metaboliche.

Grazie a questo tipo di approccio € stato possibile coltivare oltre 1000 specie batteriche
distinte, isolate dal solo tratto gastrointestinale umano?39.

La forma piu semplice di coltivazione batterica consiste nell'incubare campioni o singoli
ceppi di una specie di interesse in un terreno di coltura completo, ossia contenente tutte
le sostanze nutrienti per quel batterio, o selettivo, ovvero privo di qualche nutriente (che
consenta, appunto, la selezione dei ceppi in grado di sopravvivere anche in sua assenza).
Questo tipo di colture, definite in batch, permettono ai ricercatori di paragonare gruppi
batterici di interesse, sulla base dei loro tassi di crescita e della produzione di metaboliti
su diversi substrati o ancora, delle interazioni specie-specifiche che si formano?31,

Molti batteri del microbiota, ad esempio, sono anaerobi obbligati, percio possono essere
rallentati nella crescita o eliminati del tutto fornendo ossigeno alle colture!32 o possono
essere favoriti nella crescita effettuando la loro coltivazione in camere anaerobichel33.
Inoltre, la coltivazione di specie batteriche intestinali particolarmente esigenti dal punto
di vista nutritivo puo essere ottimizzata utilizzando terreni contenenti fluidi di bovino o
estratti di feci o miscele di acidi grassi a catena cortal34 135,

Le colture in batch presentano ovviamente delle limitazioni: innanzitutto, i risultati sono
ottenibili solo per brevi periodi di tempo e comunque fino ad esaurimento delle sostanze
nutritive presenti nel terreno di coltura o alla formazione in esso di sottoprodotti tossici
per le specie batteriche di interesse, che ne limitano la crescital3®. Inoltre, I'allestimento

di una coltura batterica puo essere anche molto costoso, poiché puo rendersi necessario
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l'utilizzo di molti terreni di coltura differenti, per recuperare il numero piu alto possibile

di specie batteriche all'interno di un campione.

1.5.1.2. Colture continue

Un metodo piu sofisticato di coltura batterica consiste nell’'uso di sistemi definiti aperti o
in continuo, come i fermentatori: diversamente dalle colture in batch, in un fermentatore
e possibile introdurre continuamente fattori di crescita e nutrienti, rimuovendo al tempo
stesso dal terreno di coltura, tramite appositi sistemi di drenaggio, i sottoprodotti tossici
sintetizzati dai batteri e le eventuali cellule morte.

Tutti i sistemi di coltura in continuo raggiungono un loro stato di equilibrio che consente
al ricercatore di esercitare un maggiore controllo sulle condizioni di crescita della specie
batterica di interesse, per un tempo piu lungo?37.

Questo tipo di sistemi e comunemente utilizzato per studiare il microbiota caratteristico
del colon ed un certo numero di gruppi di ricerca usa fermentatori di ultima generazione
nei quali e possibile eseguire colture con fasi di crescita sequenziali e distinte, allo scopo
di riprodurre i molti cambiamenti ambientali che i microrganismi subiscono nel transito

all'interno del tratto gastrointestinalel38.

1.5.1.3. Modelli animali

Le specie batteriche di interesse possono anche essere coltivate e mantenute in modelli
animali, come e successo fino a poco tempo fa per i batteri filamentosi segmentati, i quali
hanno dimostrato di avere importanti effetti pro-infiammatori nei topil39.

[ topi germ-free rappresentano un valido esempio di modello animale: come suggerisce
il loro nome, sono animali del tutto privi di microrganismi sia internamente che a livello
cutaneo, e per questa loro peculiarita sono particolarmente utili per lo studio dei batteri
della microflora. Essi, infatti, possono essere inoculati facilmente con ceppi di interesse e
consentono di studiare le relazioni batterio-ospite e batterio-batterio in modo semplice
e intuitivo.

Molto utili nello studio del microbiota ma soprattutto del contributo genetico che questo
offre al proprio ospite sono anche i topi knockout, animali geneticamente modificati allo

scopo di valutare gli effetti della soppressione dell’espressione di un certo gene.
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Questa soppressione e detta knockout genico ed € molto utile per studiare le interazioni
tra le componenti genetiche dell’ospite e del microbiotal49,

Uno svantaggio di usare i modelli animali € che, mentre la composizione della microflora
a livello di phylum sembra essere similare tra gli esseri umani e gli altri animalj, a livello
di specie e ceppi vi e una divergenza notevole, dovuta probabilmente alle differenze che
esistono nella loro anatomia/fisiologia e nei loro regimi alimentaril49,

Infine, una limitazione nell’utilizzo dei modelli animali, ed in particolare, di quelli murini
per lo studio del microbiota nasce dalla coabitazione degli animali: nei topi, infatti, sono
frequenti gli episodi di coprofagia (ingestione di escrementi), che portano ad un rapido
trasferimento dei batteri da un animale all’altro, stravolgendo completamente i risultati

che si ottengonol41,

1.5.2. Metodi basati sul sequenziamento

Di recente, lo studio del microbiota e stato completamente rivoluzionato dallo sviluppo
di innovative tecniche di biologia molecolare, come il sequenziamento del DNA, divenute
oggi decisamente piul economiche rispetto agli anni precedenti.

Il settore della biologia molecolare € in costante sviluppo e si arricchisce continuamente
di macchinari piu efficaci, capaci di “leggere” miliardi di sequenze di DNA e di comparare
tra loro segmenti di DNA anche molto lunghi, e sempre piu piccoli, tanto da poter essere
inseriti nella porta USB di un computer!42,

Il vantaggio principale di questo tipo di approccio e che si ottengono risultati completi e
molto esaustivi su un determinato campione, fornendo una visione panoramica di quello
che rappresenta in termini microbiologici e inoltre, essendo meno laborioso rispetto alle
tecniche microbiologiche classiche, e possibile effettuare ricerche su larga scala, evento
impensabile in passato: ne sono un esempio il Progetto Genoma Umano ed il piu recente

progetto MetaHIT143,

1.5.2.1. Sequenziamento dell’RNA ribosomiale

Un approccio comune basato sul metodo del sequenziamento consiste nell’eseguire delle
indagini su alcuni geni marcatori universali, che forniscono una panoramica delle specie

batteriche presenti nel microbiota.
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[ geni marcatori universali usati piu frequentemente sono quelli contenuti nell’'RNA delle
subunita ribosomiali minori, dette 16S e 18S nei batteri e archeobatteri e negli eucarioti
rispettivamente. All'interno di questi geni sono presenti sequenze altamente conservate
nelle diverse specie batteriche e/o che sono spesso esclusive di un determinato gruppo
batterico o generel44, ma anche sequenze piuttosto variabili.

Questo tipo di sequenziamento sfrutta le regioni maggiormente conservate, infatti, dopo
'estrazione del materiale genetico dal campione di tessuto umano, i geni marcatori sono
amplificati col metodo della reazione a catena della polimerasi (o PCR) usando sequenze
di innesco, definite primer, molto specifiche per le regioni altamente conservate.
L’obiettivo finale e quello di creare un pool misto di prodotti di amplificazione che sono
derivati dal maggior numero possibile di specie batteriche incluse nel campione bioptico
e che vengono successivamente sequenziati.

[ dati risultanti sono poi raggruppati in unita tassonomiche operative (OTU), organizzati
in differenti cluster di similarita di sequenza, e dovrebbero rispecchiare, con ragionevole
approssimazione, I'insieme eterogeneo dei gruppi batterici inclusi nel campione. E utile
sottolineare, tuttavia, che la grande variabilita nel numero di copie del’/RNA ribosomiale
dei diversi ceppi batterici fa si che i risultati non siano propriamente quantitativil4s, cioé
che non diano informazioni riguardo alle quantita di batteri presenti.

Inoltre, la soglia di similarita di sequenza stabilita per determinare le OTU e arbitraria e
soggettiva, e fa discostare i risultati ottenuti dalla reale composizione di generi batterici
presenti nel campione.

Indipendentemente dalla soglia di similarita stabilita, le OTU possono essere confrontate
con sequenze presenti in database come SILVA, RDP ed EzTaxon, allo scopo di assegnare
loro una classificazione tassonomical4®.

Il sequenziamento dell’'RNA ribosomiale puo essere utilizzato anche per analizzare i geni
meno diffusi all'interno del microbiota, giacché non ubiquitari ed espressi solo da alcune
delle specie batteriche contenute in esso: un esempio di cio € costituito dai geni espressi

dai microrganismi presenti nel colon che producono butirrato e proprionato!47.

1.5.2.2. Sequenziamento completo del genoma

Il primo genoma batterico completamente sequenziato e stato quello del Gram-negativo

Haemophilus influenzae, nel 1995148, tramite I'uso del Metodo di Sanger4°.
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Da allora, il miglioramento delle tecniche di sequenziamento del DNA ha consentito delle
analisi genomiche complete estremamente rapide e ad un costo piu basso?>9.

Data la grande efficienza dei macchinari di sequenziamento di ultima generazione, come
[llumina, € ormai possibile effettuare il contemporaneo sequenziamento di molti genomi
batterici nella stessa sessione: 'approccio e basato sulla tecnica della PCR Multiplex, una
variante della PCR che consente d’identificare in modo rapido delezioni e/o duplicazioni
in un grande gene. Diversamente dalla PCR, la PCR Multiplex usa piu set di primer in una
unica miscela di reazione, portando all’'amplificazione di ampliconi di varie dimensioni.
Analizzando piu geni in un unico ciclo di PCR, le informazioni necessarie possono essere
acquisite in un tempo estremamente piccolo, con un cospicuo risparmio economico.
Questo tipo di approccio e stato adottato anche nel Progetto Genoma Umano, una ricerca
internazionale il cui obiettivo principale e stato quello di identificare e quindi localizzare
sui cromosomi (mappare) i geni del nostro genoma.

Il progetto e iniziato nel 1990 ed anche se una prima bozza del genoma e stata rilasciata
nel 2000, si e dovuto attendere fino al 2003 per avere i risultati completi, da cui si evince
che il genoma € costituito approssimativamente da 21000 geni ed € lungo circa 3200Mb
aventi funzioni diverse: 48Mb sono codificanti (1,5%), 1152Mb definiscono il cosiddetto
gene-related DNA, un insieme di introni e pseudogeni (36%) e le restanti 2000Mb vanno
a costituire il DNA intergenico, in cui ritroviamo sequenze ripetute intersperse chiamate
LINE (21%), SINE (15%), LTR (9%), trasposoni (3%), sequenze ripetute in tandem dette

microsatelliti (3%) ed una piccola percentuale di altri tipi.

1.5.2.3. Metagenomica

Un limite del metodo di sequenziamento completo del genoma e rappresentato dal fatto
che i batteri di interesse devono essere necessariamente prima coltivati, cosi da ottenere
una quantita di DNA sufficiente per le successive analisi, tuttavia, la maggior parte delle
specie batteriche presenti nel microbiota non e stato ancora coltivato in laboratorio!s1.

Questo problema e stato bypassato grazie all’avvento della metagenomica, una metodica
che consente ai ricercatori di ricavare sequenze genomiche di interesse dal DNA estratto
da un campione ambientale; in seguito, essi tentano di confrontare bioinformaticamente
le sequenze ottenute dal DNA estratto con altrettante sequenze note espresse da singole

specie batteriche, escludendo quelle che non sono rilevanti per lo studio.
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La metagenomica fu applicata per la prima volta allo studio del microbiota nel 2006152 e
da allora & stata utilizzata in diverse occasioni. E una tecnica molto potente, con la quale
e possibile determinare accuratamente la capacita funzionale di una comunita batterica
di interesse, tuttavia, la complessita degli habitat batterici intestinali (es. colon) richiede
un enorme lavoro di sequenziamento per ottenere dati sufficienti a comporre un quadro
rappresentativo dei microbi presenti al loro interno.

Per queste sue caratteristiche, la metagenomica & anche la sola tecnica mediante la quale
e possibile monitorare le comunita virali, definite viromi, presenti nel corpo umano, dato
che non esistono, a oggi, geni marcatori universali espressi dai virus in modo ubiquitario
e utilizzabili allo scopo come quelli del’'RNA ribosomiale nel caso dei batteril>3,

Esistono, ovviamente, delle limitazioni all'uso della metagenomica: in particolare, questo
tipo di approccio € molto piu esoso di altri poiché se si vogliono elaborare efficacemente
i dati raccolti e necessario far ricorso ad infrastrutture bioinformatiche specializzate.
Cio, impone ai ricercatori di limitare le dimensioni dei campioni da analizzare, rendendo

proibitivi, nella maggior parte dei casi, studi metagenomici su larga scala.

1.5.2.4. Sequenziamento da singola cellula

Il sequenziamento da singola cellula (SCG) e una metodica emergente e complementare
alla metagenomica, che consiste nell’isolamento di singole cellule batteriche da campioni
ambientali e nella successiva amplificazione del loro intero genoma, allo scopo di sapere
che funzioni specifiche é in grado di esprimere.

Questo tipo di approccio ha un senso soprattutto quando viene combinato con tecniche
di selezione cellulare, come l'ibridazione fluorescente in situ (FISH)1>* e/o la marcatura
con gli isotopi stabili, che consentono al ricercatore di recuperare, potenzialmente, delle
cellule batteriche che derivano da uno specifico background filogenetico o che svolgono
una particolare funzione.

Un limite all’utilizzo di questa metodica e rappresentato dalla possibile contaminazione
della ridotta quota di DNA che puo essere estratta da una sola cellula, che puo interferire
con gli strumenti impiegati per la sua amplificazione, determinando una decodificazione
parziale del genoma?ss.

Nonostante questo suo limite, di recente, il sequenziamento da singola cellula ha trovato

applicazione nella caratterizzazione di batteri appartenenti a phyla poco esplorati, come
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TM7 e Chloroflexi'>® e in generale, puo essere usato in associazione con la metagenomica

per 'ampliamento dei database di riferimento!>7.

1.5.2.5. Metatrascrittomica

La metatrascrittomica, come suggerisce il nome, e lo studio dei trascritti di una comunita
batterica, che ha come obiettivo l'identificazione delle funzioni svolte dai microrganismi
che la compongono, in un dato momento ed in certe condizioni ambientali, diversamente
dalla metagenomica che ne stabilisce il potenziale funzionale come valore assoluto.
Questa tecnica consiste innanzitutto nell’isolamento di RNA da un campione ambientale
e nel suo successivo utilizzo per la creazione di “librerie” di cDNA retro-trascritti. Questi
possono essere poi sequenziati e confrontati con database genomici di riferimento.

La metatrascrittomica e tecnicamente molto piti impegnativa della metagenomica poiché
richiede ulteriori fasi di lavorazione rispetto a questa, che consistono sia nella creazione
di cDNA sia nell’eliminazione degli RNA ribosomiali dell’ospite e batterici dal campione
di interesse, dove costituiscono la classe di RNA maggiormente rappresentatalss.

Le analisi del microbiota umano svolte tramite 'approccio della metatrascrittomica sono
rese piu complesse dal fatto che attualmente non esistono molti database di riferimento
per i genomi dei batteri inclusi nel microbiota.

Un limite fondamentale della metatrascrittomica risiede nel fatto che a causa della breve
emivita degli RNA messaggero (misurabile in pochi minuti)1>?, responsabili del processo
di trascrizione degli RNA, i risultati ottenuti tramite questo approccio potrebbero essere
poco rappresentativi delle attivita batteriche svolte in situ. Cid significa, ad esempio, che
l'attivita trascrizionale batterica riscontrata in campioni fecali potrebbe essere discorde

con 'espressione genica degli stessi batteri in un distretto come il colon prossimale.

1.5.3. Metodi molecolari

1.5.3.1. DNA Fingerprinting

Negli ultimi anni sono state sviluppate numerose tecniche di fingerprinting del DNA, che
consentono di ottenere marcatori genetici universali utili allo studio dei genomi batterici

e quindi, delle specie presenti in un determinato microhabitat (es. colon).
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Queste tecniche sfruttano una caratteristica del genoma di tutti i microrganismi, ovvero
i polimorfismi da lunghezza dei frammenti di restrizione (RFLP): in primis, dal campione
di interesse si estrae e si purifica il DNA, in secundis tale DNA € sezionato in frammenti
tramite enzimi di restrizione (endonucleasi), che eseguono i tagli solo in corrispondenza
di particolari sequenze nucleotidiche, specifiche per ogni enzima.

[ frammenti di restrizione vengono quindi separati per lunghezza mediante elettroforesi
su gel di agarosio e poi, tramite la tecnica di ibridazione del Southern blot si identificano
le bande generate dall’ibridazione con sonde di sequenza nota marcate radioattivamente
o tramite fluorocromi. Le differenze tra i genotipi sono evidenziate dal numero di bande
che appaiono utilizzando la stessa sonda per I'ibridazione, che & a sua volta determinato
dal numero di siti di taglio presenti nella sequenza considerata.

Il limite principale dell’analisi degli RFLP e che richiede una grande quantita di materiale
di partenza e che, anche in virtu di cio, produce generalmente poche bande.

Un altro metodo estremamente sensibile per individuare i polimorfismi del DNA € detto
amplified fragment length polymorphism (AFLP). A dispetto del nome, questo approccio
e usato per evidenziare la presenza di un polimorfismo piuttosto che la sua lunghezza.
La differenza sostanziale tra la AFLP e la RFLP, che sta incentivando moltissimo 'utilizzo
della prima tecnica, a discapito della seconda, risiede nel fatto che alla fase di digestione
del DNA con uno o piu enzimi di restrizione segue una fase nella quale le semi-sequenze
di restrizione sui frammenti appena creati sono legate a degli specifici adattatori, ovvero
frammenti di DNA a sequenza nota. Per questo motivo, la AFLP consente di individuare
contemporaneamente diversi polimorfismi in varie porzioni genomiche e sta diventando
rapidamente uno degli approcci piu utilizzati per stimare la diversita genomica sia nelle

popolazioni batteriche in vitro che in vivo.

1.5.3.2. DNA microarray

Un microarray di DNA, meglio noto come gene chip, consiste in una griglia microscopica
di sonde di DNA attaccate ad un supporto solido, come vetro, plastica, o chip di silicio.

Questi microarray sfruttano una tecnica di ibridazione “inversa”, che consiste nel fissare
tutte le sonde (definite probe) di DNA sul supporto solido e nel marcare I'acido nucleico
da identificare e consentono di controllare simultaneamente gli RNA prodotti da migliaia

di geni, allo scopo di valutare le variazioni della loro espressione69,
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[ microarray filogenetici, definiti spesso phylochips, sono molto utilizzati nello studio dei
batteri presenti nel microbiota: questi consistono essenzialmente in un array contenente
brevi oligonucleotidi (il cui target, solitamente, € rappresentato dagli RNA della subunita
ribosomiale minore), che sono selezionati in modo da includere la gamma tassonomica
dei microrganismi che si ipotizza siano presenti in un dato campione ambientalel61.

I1 DNA viene estratto dal campione di interesse, gli RNA ribosomiali vengono amplificati
e marcati con un fluorocromo ed infine ibridizzati contro il microarray, cosicché quando
degli spot di DNA del microarray presentano un segnale fluorescente si avra il riscontro
che la gamma tassonomica scelta include quella delle specie batteriche del campione.

Un limite importante di questo tipo di approccio e che, diversamente dalle varie tecniche
di sequenziamento casuale, si puo rilevare un numero contenuto di batteri, ovvero quelli
la cui gamma tassonomica e inclusa nelle sonde attaccate al microarray. Fortunatamente
sono ormai disponibili array comprendenti la gamma tassonomica completa delle specie
batteriche presenti in particolari microhabitat associati all’'organismo umano, come sono

I'intestino o il cavo oralel62, 163,

1.5.4. Metodi quantitativi

Comprendono due tecniche molecolari largamente utilizzate, ovvero la PCR quantitativa
(o anche detta Real-time PCR) e I'ibridazione fluorescente in situ (FISH), che consentono

un’enumerazione/quantificazione dei gruppi batterici presenti nel microbiota.

1.5.4.1. PCR quantitativa (o Real-time PCR)

E una tecnica basata sulla misurazione della fluorescenza emessa da un DNA di interesse
durante I'amplificazione mediante PCR: la quantita di segnale generato e il tasso al quale
tale segnale si accumula, all'aumentare del numero di cicli di PCR, consente di effettuare
una misurazione della quantita di DNA target presente nel campione.

Questa tecnica e spesso impiegata per quantificare il numero totale di cellule batteriche
contenute in un campione, ma pud anche consentire la quantificazione delle popolazioni
presenti in diversi gruppi batterici, utilizzando una serie di primer specificilé4.

La quantificazione eseguita mediante la Real-time PCR é piuttosto precisa, dal momento

che possono essere accuratamente conteggiate densita cellulari dell’ordine di 101-103.
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Una limitazione della Real-time PCR € che consente di monitorare solo i gruppi batterici
per cui sono stati costruiti degli specifici primer e pertanto, i gruppi esclusi non saranno

quantificati, a meno che non siano utilizzati set di primer multipli.

1.5.4.2. Ibridazione fluorescente in situ (FISH)

Questa tecnica prevede che le cellule batteriche in esame siano prima fissate utilizzando
agenti chimici (es. la formaldeide) e in seguito siano rese permeabili, cosi da consentirne
'accesso alle sonde oligonucleotidiche marcate con fluorescente.

Questi oligonucleotidi hanno una lunghezza di circa 15-30bp e sono creati comunemente
per identificare le regioni di RNA ribosomiale di gruppi filogenetici presceltil165,

Le sonde ibridano a qualsiasi sequenza di rRNA ad esse complementare, e dal momento
che i ribosomi sono abbondanti e distribuiti uniformemente nella cellula batterica, fanno
visualizzare subito, tramite microscopia a epifluorescenza, le cellule che hanno mostrato
un segnale positivol6, La FISH, oltre ad essere un approccio quantitativo, ha il vantaggio
fondamentale, dunque, di consentire 'osservazione di cellule di interesse in situ, con cui
e possibile definire con ragionevole accuratezza, ad esempio, la specifica composizione
di gruppi batterici presenti sulla superficie delle mucose.

Tuttavia, ci sono anche alcune importanti limitazioni all’utilizzo della FISH: & una tecnica
molto meno sensibile da un punto di vista quantitativo rispetto alla Real-time PCR, visto
che é essenziale un elevato numero di cellule (nell’ordine delle 10¢ per ml) nel campione

per rendere possibile il loro conteggio visivo all'interno del campo microscopico.

1.5.5. Metodi funzionali

1.5.5.1. Metaproteomica

La metaproteomica ¢ lo studio dell'insieme delle proteine/peptidi prodotti da comunita
batteriche mistel6” e come tale, fornisce informazioni funzionali su di esse, consentendo
ai microbiologi di monitorare le modificazioni nell’espressione delle proteine all'interno
del microbiota, in risposta a cambiamenti delle normali condizioni ambientali.

Questo approccio prevede che le proteine siano prima estratte dal campione ambientale

d’interesse e che siano poi separate per la loro caratterizzazione mediante spettrometria
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di massa e per il loro successivo raffronto con dati bioinformatici di riferimento presenti
nei principali databasel8. In un recente passato le proteine/peptidi erano comunemente
separati mediante I'elettroforesi su gel16?, mentre attualmente sono separati utilizzando
la cromatografia liquida, due tecniche che condividono lo stesso principio, dal momento
che separano le proteine in base al loro punto isoelettrico.

La metaproteomica offre dei vantaggi rilevanti rispetto alla metatrascrittomica, giacché
avendo come obiettivo le proteine anziché gli RNA messaggero, fornisce una panoramica
pil ampia e rappresentativa delle attivita funzionali svolte dal microbiota, dando anche
una spiegazione ai processi di modificazione post-traslazionalil0.

Inoltre, le proteine/peptidi sono anche comunemente piu stabili degli RNA messaggero e
da cio ne consegue che i risultati raggiunti non sono piu condizionati anche dalla velocita
con cui i campioni vengono elaborati.

Questo tipo di approccio, tuttavia, mostra anche una serie di limitazioni che non lo fanno
preferire alle tecnologie basate sul DNA: attualmente, infatti, anche se la sua risoluzione
sta migliorando, la metaproteomica non puo discriminare che poche migliaia dei milioni
di proteine/peptidi che potrebbero essere presenti, nello stesso tempo, in un complesso
microbiota di un campione di interessel’1.

Cio significa che, ad oggi, solamente le proteine prodotte dai membri piu rappresentativi

del microbiota possono essere recuperate in misura ragionevolel72.

1.5.5.2. Metabolomica

La metabolomica € lo studio dei metaboliti presenti in uno specifico campione al tempo
di campionamento. Come la metaproteomica, dunque, essa permette di valutare I'attivita
funzionale svolta da una comunita batterica tramite il monitoraggio diretto dei prodotti
finali del suo metabolismo173.

Questo tipo di approccio prevede che i metaboliti, in genere isolati da campioni corporei
quali urina, feci e sangue, siano stimati utilizzando diverse tecnologie, come la risonanza
magnetica nucleare (NMR) e la microscopia/spettrometria di massal74. Il risultato finale
di questi approcci e una serie di specifici spettri (o picchi) di assorbimento, che derivano
dalla gamma di metaboliti presenti nel campionel7>.

Una limitazione fondamentale di questa metodica é che puo essere difficile determinare

con precisione quale specie batterica stia producendo quel particolare metabolita.
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Si e tentato molteplici volte di correlare la produzione di metaboliti con la composizione
batterica di un certo campione, tuttavia, gli approcci metagenomici impiegati allo scopo
possono essere resi inefficaci dalla presenza di DNA derivato da specie morti o inattive.
Inoltre, molti metaboliti, come gli acidi grassi a catena corta, sono rapidamente assorbiti
dall’ospite, il che significa che i livelli di produzione non possono essere accuratamente
definiti o attribuiti ad una particolare specie batterical7¢.

Infine, come succede per la metaproteomica, i limiti di risoluzione fanno si che si possa
monitorare accuratamente solo un piccolo sottoinsieme della vasta gamma di metaboliti

che possono essere presenti in un complesso campione come le fecil??.

1.5.5.3. Marcatura con isotopi stabili

Un altro approccio funzionale molto applicato allo studio del microbiota e la marcatura
con gli isotopi stabili (SIP). Tale tecnica prevede che le comunita microbiche di interesse
siano incubate su substrati contenenti isotopi stabili, come 13C, 15N e 180. A questo punto
le specie che sono in grado di crescere sul substrato fornito, incorporeranno i marcatori
degli isotopi nella loro biomassa cellulare, che potra poi essere esaminata individuando
gli elementi che la compongono, come il DNA/RNA, le proteine o gli acidi grassi derivati
dai fosfolipidi, che risulteranno tutti marcati ovviamente.

Nei primi studi questa tecnica e stata usata “in tandem” con approcci di tipo molecolare
e quantitativo (come RFLP e FISH), allo scopo di contraddistinguere le specie batteriche
che erano in grado di utilizzare attivamente substrati marcati come I'oligofruttosiol’8.
Un limite importante di questa tecnica e senza dubbio il costo elevato sia dei macchinari
utilizzati sia dei materiali occorrenti ed in particolare, dei substrati marcati.

Inoltre, la marcatura con gli isotopi stabili richiede che i batteri crescano in presenza dei
substrati marcati che, pertanto, non possono essere incorporati da cellule e/o organismi
vitali. Cio significa che le comunita batteriche da studiare vanno mantenute in condizioni
artificiali di laboratorio, non consentendo cosi di ottenere risultati in grado di riflettere

completamente l'attivita svolta dal microbiota in vivol7°.
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2. Scopo della tesi

Considerata la grande eterogeneita dei risultati ottenuti sinora relativamente ai rapporti
tra microbiota e cancerogenesi colica, € ragionevole pensare che il ricorso alla medicina
traslazionale, tramite il suo approccio multidisciplinare e altamente collaborativo, possa
favorire un utilizzo piu efficace e specifico di questi batteri nel trattamento delle IBD.

A tal riguardo, il ruolo di modelli “transizionali” appropriati, ovvero piu rappresentativi
delle condizioni che si verificano in vivo rispetto ai tradizionali sistemi in vitro, potrebbe
essere di grande rilevanza, favorendo la transizione, appunto, di questi modelli in vere e
proprie applicazioni cliniche.

Lo scopo di questa tesi e stato quello di caratterizzare e sviluppare un modello “ex vivo
organ culture” semplice, economico e riproducibile, che possa essere usato nello studio
delle interazioni microflora intestinale-ospite, con particolare riferimento all’alterazione
del normale equilibrio esistente tra microbiota e meccanismi molecolari proliferativi e/o

infiammatori a livello della mucosa colica.
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3. Materiali e metodi

3.1. Pazienti

Nello studio sono stati inclusi 74 pazienti, sottoposti a colonscopia completa per diverse
indicazioni cliniche (come polipi adenomatosi e/o retto-coliti ulcerose) presso il reparto
di Endoscopia Digestiva dell’Azienda Ospedaliera S. Andrea di Roma.

[ pazienti che hanno aderito allo studio, approvato dalla Commissione Etica locale, hanno

rilasciato il loro consenso informato, secondo le disposizioni di legge vigenti.

3.2. Campioni bioptici: il modello sperimentale ex vivo

Durante la colonscopia dei pazienti inclusi nello studio sono state raccolte alcune biopsie
da segmenti sani (prossimale e distale) e patologici della mucosa del colon.

Le biopsie, appena prelevate, sono state sottoposte a lavaggio con soluzione fisiologica e
pesate, per evitare differenze consistenti tra i campioni.

Al fine di valutare I'adesivita di varie specie batteriche probiotiche su diversi segmenti
sani di mucosa del colon e quindi, per confronto, su alcuni segmenti patologici sono state
raccolte, da 18 pazienti, altrettante biopsie da polipi adenomatosi del tratto retto-sigma
e, per controllo negativo, da mucosa sana adiacente.

Successivamente, le biopsie sono state poste in 200 ul di terreno Roswell Park Memorial
Institute (RPMI), in tubi Falcon da 2 ml, dove sono stati aggiunti 20 pl (il 10% del volume
totale) di una soluzione ottenuta dalla risospensione di 0,2 g di formulazioni monospecie
(Lactobacillus rhamnosus GG o LGG) e multispecie (contenenti 8 ceppi diversi) di batteri
probiotici in polvere in 1 ml di PBS oppure, per controllo negativo, in uno stesso volume
di PBS senza alcun probiotico.

Infine, i tubi contenenti le biopsie sono stati incubati a 37 °C per 2 ore.

Al termine dell'incubazione, le biopsie sono state recuperate e sottoposte a due ulteriori
lavaggi con il PBS, per rimuovere le specie batteriche non aderenti. In seguito, le biopsie

sono state poste in uno stabilizzante (RNA Later) fino al successivo passaggio.
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Le biopsie sono state omogeneizzate e da queste e stato estratto il DNA totale, analizzato
mediante PCR, utilizzando dei primer specifici per diverse specie probiotiche, allo scopo
di stabilire la concentrazione mucosale relativa di due specie incluse nella formulazione
multispecie (B. infantis e S. thermophilus) e di Lactobacillus rhamnosus GG.

Allo scopo di valutare gli effetti prodotti sulla mucosa intestinale dai probiotici utilizzati
nello studio, in termini di espressione di molecole pro-infliammatorie (es. a-defensine) e
pro-apoptotiche (es. caspasi), e stato impiegato un protocollo analogo a quello descritto
precedentemente: da 51 pazienti sono state prelevate 33 biopsie da polipi adenomatosi
del retto-sigma e 48 biopsie da mucosa sana.

Le biopsie, sono state quindi processate a fresco o poste, anche in questo caso, in terreno
RPM], ma con I'aggiunta del 10% di una soluzione di terreno condizionato per probiotici
(preparato in accordo con le procedure descritte in letteratura) oppure, per controllo
negativo, del 10% di PBS.

Il tempo d’incubazione delle biopsie & stato allungato a circa 6 ore, allo scopo di valutare
I'induzione dell’espressione genica. Questo tempo non é stato prolungato ulteriormente
poiché a 12 e 24 ore é stata osservata frequentemente una contaminazione dei campioni
e la degradazione dell’'RNA.

Infine, dalle biopsie e stato estratto 'RNA totale, che é stato retrotrascritto in cDNA e poi
analizzato tramite PCR utilizzando, in questo caso, primer specifici per diverse molecole

pro-infiammatorie (a-defensine HD5 e HD6) e pro-apoptotiche (caspasi 3 e 9).

3.3. Estrazione del DNA/RNA

L’estrazione di DNA e di RNA totale dalle biopsie e stata eseguita utilizzando i kit QIAmp
mini-DNA e RNAeasy miniprep (Qiagen, Valencia, CA) rispettivamente, in accordo con le
indicazioni fornite dal produttore.

Prima del suo impiego, I'RNA totale ottenuto mediante estrazione, € stato retrotrascritto
in cDNA, utilizzando il kit GeneAmp RNA PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA), come
da indicazioni del produttore.

La concentrazione e il grado di purezza degli acidi nucleici estratti sono stati determinati
mediante la lettura dei diversi campioni allo spettrofotometro GeneQuant pro RNA/DNA
Calculator (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ). I campioni sono poi stati

portati tutti alla stessa concentrazione.
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3.4. Real-time PCR

Le reazioni di Real-time PCR sono state eseguite utilizzando un iCycler iQ Real-Time PCR
Detection System, in un volume di 20 pl, costituito da 16 ul di SYBR Green PCR Supermix
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA) e 4 ul di DNA/RNA.

Per ogni set di primer utilizzato é stato mantenuto il relativo profilo termico consigliato
e come normalizzatori dei valori ottenuti nelle reazioni sono stati scelti i geni costitutivi
(o housekeeping) GADPH e B-actina: la quantita dei batteri aderenti nei campioni & stata
espressa, in modo semi-quantitativo, come percentuale relativa rispetto al valore minore
ottenuto nella reazione considerata.

La qualita delle reazioni effettuate e stata valutata mediante il controllo della Melt Curve
ed i campioni con Melt Curve anomala rispetto agli standard e/o agli altri campioni sono
stati scartati.

Infine, i prodotti di reazione della PCR sono stati fatti migrare su un gel per elettroforesi

al 2% di agarosio, con I'aggiunta di bromuro di etidio per poterli visualizzare.

3.5. Statistica

Le comparazioni tra gruppi, per 'adesivita batterica e I'espressione delle citochine, sono
state eseguite mediante il test del chi quadro o il t di Student per dati appaiati.
La significativita statistica e stata considerata per valori di p < 0.05.

L’analisi statistica e stata eseguita tramite il software Med Calc (versione 12.5) per PC.
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4. Risultati e conclusioni

4.1. Risultati

Lo scopo di questa tesi e stato quello di caratterizzare e sviluppare un modello “ex vivo
organ culture” semplice, economico e riproducibile, che possa essere usato nello studio
delle interazioni microflora intestinale-ospite, con particolare riferimento all’alterazione
del normale equilibrio esistente tra microbiota e meccanismi molecolari proliferativi e/o

inflammatori a livello della mucosa colica (Fig. 1).

Modello «Ex vivo organ culture»
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Un metodo semplice, economico e soprattutto riproducibile, che prevede:

1. Prelievo di biopsie e loro incubazione in terreno RPMI con aggiunta o meno
di terreno condizionato per LGG;

2. Estrazione totale del DNA/RNA dalle biopsie, seguita da Real-time PCR

Fig. 1. Rappresentazione schematica del modello presentato nello studio.

La caratterizzazione di questo modello ha previsto lo sviluppo di tre tematiche:

e le alterazioni dei rapporti tra microbiota ed ospite nei polipi adenomatosi, ovvero

in una condizione clinica precancerosa comune del tratto gastrointestinale;
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e la possibile associazione esistente tra queste alterazioni e i processi infiammatori

che avvengono a livello della mucosa intestinale;

e ['eventuale utilizzo terapeutico dei batteri probiotici in questo ambito clinico.

Riguardo alle alterazioni dell’equilibrio microbiota-ospite e stata valutata in primo luogo
I'adesivita dei principali batteri probiotici ai vari segmenti di mucosa colica sana (distale
e prossimale), e cio che si & potuto notare € che le specie probiotiche aderiscono in modo

specifico ai vari segmenti della mucosa del colon (Fig. 2).

A B. infantis B S. thermophilus
40+ 25
L ]
.
204
2 %7 ¢ e e .
®
: . ™ —f— .
> 207 S g —_—
] e £ 104 - - Y T
20 I B
- 54 -
.
o . $ 0 L I.-
proximal distal proximal distal

104

relative ratio

B. infantis S thermophilus

Fig. 2. Adesivita relativa dei batteri probiotici ai veri segmenti di mucosa colica sana.

In particolare, incubando i campioni bioptici con formulazioni multispecie dei probiotici
maggiormente caratterizzati, abbiamo osservato che due delle specie presenti all'interno
del composto (ovvero Bifidobacterium infantis e Streptococcus thermophilus) aderiscono
meglio alla mucosa del colon prossimale che a quella del colon distale (Fig. 2).

Un terzo batterio presente nella formulazione, cioé Lactobacillus acidophilus, non e stato
riscontrato a livello della mucosa, dimostrando la sua incapacita di aderire alla mucosa
del colon nelle condizioni utilizzate nell’esperimento (Fig. 2, dato non mostrato).
Successivamente, abbiamo valutato I'adesivita di Lactobacillus rhamnosus LGG, una delle

specie probiotiche maggiormente caratterizzate, osservando come esso tende ad aderire
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in modo piu marcato (2:1) al colon distale rispetto al prossimale. Tale risultato conferma
la precedente osservazione che le diverse specie probiotiche aderiscono ai segmenti sani

della mucosa del colon in maniera specifica (Fig. 3).

LGG adhesion in normal colon relative segmental adhesion in normal colon
80~
. B proximal
4 . * distal
2 o —_ &
o 40
=
| |

8
= l® O

20 . - e e WB W 4R 4P

distal proximal relative ratio
*= P <005

Fig. 3. Adesivita relativa del batterio Lactobacillus rhamnosus GG ai vari segmenti di mucosa colica sana.

Sulla base dei risultati ottenuti sulla mucosa sana del colon, abbiamo deciso di valutare
le possibili differenze di adesivita dei batteri probiotici sulla mucosa del colon normale e
patologica, con particolare riferimento a quella di polipi adenomatosi: abbiamo raccolto
biopsie da entrambi i tipi di mucosa e le abbiamo incubate di nuovo con le formulazioni
mono- e multispecie di probiotici impiegate nei test precedenti, osservando sempre una
significativa riduzione dell’adesivita dei probiotici sulla mucosa da polipo adenomatoso
rispetto a quella normale. Nel caso della mucosa patologica, pertanto, le differenti specie

batteriche sembrano avere un comportamento simile (Fig. 4).
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Fig. 4. Confronto nell’adesivita batterica sulla mucosa colica sana e da polipo adenomatoso.

Questo risultato e stato quindi confermato in un secondo esperimento in vivo, su biopsie

raccolte in fase di colonscopia e direttamente processate per I'estrazione del DNA totale
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e la sua quantificazione tramite Real-time PCR, con primer specifici per il DNA batterico
totale. In effetti, come si evince dalla Figura 5, la capacita di adesione batterica e risultata
significativamente piu bassa (di ben 20 volte) sulla mucosa del colon patologica rispetto

ai controlli da mucosa sana (Fig. 5).
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Fig. 5. Confronto nell’adesivita batterica sulla mucosa colica sana e da polipo adenomatoso in vivo.

Queste differenze di adesivita batterica tra la mucosa colica sana e di polipi adenomatosi
possono essere spiegate dalla osservazione che nelle biopsie da polipo si ha un aumento
della secrezione di alcune molecole anti-batteriche, le a-defensine HD5 e HD6.

Questa tendenza ¢ stata confermata sia tramite I'analisi dei trascritti per le due molecole
sia mediante saggio immunoistochimico, con il quale € stato possibile visualizzare come
le due a-defensine sono scarsamente presenti a livello della mucosa colica sana, mentre
sono abbondantemente rappresentate in quella da polipo adenomatoso (Fig. 6).

E opportuno sottolineare che la correlazione tra la diminuzione dell’adesivita batterica e
I'aumento della secrezione di o-defensine osservate nella mucosa di polipi adenomatosi
e puramente teorica, dal momento che non sono stati eseguiti test specifici a riguardo.
L’aumento della secrezione delle molecole pro-infiammatorie che € stato osservato nelle
biopsie da polipo adenomatoso ci ha spinto a cercare di comprendere se potesse esserci
un’associazione tra le alterazioni riscontrate nei rapporti microbiota-ospite ed i processi
inflammatori che avvengono normalmente a livello della mucosa.

A tal proposito, abbiamo voluto esplorare se la pre-incubazione con acido acetilsalicilico
(ovvero una molecola anti-inflammatoria) dei campioni bioptici, trattati come descritto
in precedenza, cioé incubati con formulazioni di LGG prima di essere processati, potesse

ripristinare ’adesivita batterica sulla mucosa dei polipi adenomatosi.
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Effettivamente, la pre-incubazione di due ore delle biopsie con acido acetilsalicilico pare
ripristinare la capacita di LGG di aderire alla mucosa di polipo, riducendo sensibilmente

le differenze di adesivita osservate precedentemente e rendendole trascurabili (Fig. 7).
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Fig. 6. Aumento della secrezione di a-defensine nella mucosa da polipo adenomatoso rispetto a quella

sana, valutata tramite analisi dei trascritti (A e B) e saggio immunoistochimico (C e D).
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Fig. 7. L'incubazione delle biopsie con acido acetilsalicilico ripristina la capacita di adesione

del probiotico LGG alla mucosa dei polipi adenomatosi.
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E opportuno sottolineare che quest’ultimo dato, in considerazione del piccolo campione
di biopsie utilizzato e della necessita di replicare gli esperimenti effettuati, e da ritenersi
preliminare, ma non meno importante ai fini dello studio.

Il terzo ed ultimo scopo del nostro studio € stato quello di valutare un possibile impiego
dei batteri probiotici nei processi infiammatori intestinali, in considerazione dei risultati
descritti finora. Ci siamo chiesti pertanto se e possibile intervenire su questa disbiosi che
si riscontra nella mucosa dei polipi adenomatosi rispetto alla mucosa sana ed applicando
il nostro modello sperimentale, abbiamo cercato di capire se le specie probiotiche e nello
specifico Lactobacillus rhamnosus LGG, possa avere delle caratteristiche tali da renderlo
proponibile per questo scopo.

Abbiamo valutato, quindi, il suo possibile effetto anti-inflammatorio su biopsie prelevate
da colon distale e prossimale di pazienti con inflammazioni attive (es. colite ulcerosa).
Nelle biopsie, incubate con formulazioni del batterio probiotico, si € registrata una netta
riduzione dell’espressione di una importante molecola pro-infiammatoria, cioé il fattore
di necrosi tumorale o (TNFa), che ¢ attribuibile a un possibile effetto anti-infiammatorio

del batterio probiotico LGG (Fig. 8).
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Fig. 8. Effetto anti-inflammatorio del batterio probiotico LGG: riduzione dell’espressione

di TNFa nella mucosa colica di pazienti con colite ulcerosa in fase attiva.

Lo stesso effetto di LGG si osserva anche nel caso di un’altra molecola pro-infiammatoria
ben caratterizzata, I'interleuchina-17 (IL-17), soprattutto a livello del colon distale, come

dimostra la Figura 9. L’effetto appare puo moderato, invece, nel colon prossimale.
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Infine, applicando nuovamente il nostro modello sperimentale ex vivo, abbiamo valutato
il possibile effetto anti-proliferativo di questo batterio probiotico: a tale scopo, abbiamo
incubato biopsie da pazienti con infiammazioni in fase attiva con la stessa formulazione
di LGG utilizzata nei precedenti esperimenti ed abbiamo osservato, in effetti, un aumento

dell’espressione di due molecole importanti nel processo apoptotico, le caspasi 3 e 9, che

Fig. 9. Effetto anti-inflammatorio del batterio probiotico LGG: riduzione dell’espressione

di IL-17 nella mucosa colica di pazienti con colite ulcerosa in fase attiva.

appare piu evidente per la prima (60%) che per la seconda (15%) (Fig. 10 e 11).
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Fig. 10. Effetto anti-proliferativo del batterio probiotico LGG: aumento dell’espressione

delle caspasi 3 nella mucosa colica di pazienti con colite ulcerosa in fase attiva.
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Incrementorelativo: 1.3 £ 0.44 Incremento: 15%
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Fig. 11. Effetto anti-proliferativo del batterio probiotico LGG: aumento dell’espressione

delle caspasi 9 nella mucosa colica di pazienti con colite ulcerosa in fase attiva.

Riassumendo i risultati ottenuti durante lo studio, si pud concludere che i batteri definiti
probiotici aderiscono alla mucosa colica normale in maniera specie-specifica.

La mucosa di polipi adenomatosi, invece, produce molecole anti-batteriche, le defensine
e mostra nel contempo, una riduzione della capacita di adesione da parte dei batteri.
Questa tendenza puo essere invertita mediante l'utilizzo di molecole anti-infiammatorie
come I'acido acetilsalicilico, che € in grado di ripristinare 'adesivita dei probiotici.

Infine, i batteri probiotici (e in particolare Lactobacillus rhamnosus LGG), possono avere
un effetto anti-infiammatorio ed anti-proliferativo sulla mucosa del colon, e si candidano

per questo ad avere un ruolo nel trattamento degli stati infiammatori intestinali.

4.2. Conclusioni

Da molti anni € noto il ruolo che la microflora batterica intestinale o microbiota, svolge
nel mantenimento dell’'omeostasi dell’'organismo umano, ma solo recentemente, grazie
all'utilizzo di tecniche colturali e di biologia molecolare sempre piu performanti, si sono
registrati progressi notevoli nello studio della microflora endogena. Un rapido sviluppo
di cosi tante metodiche, tuttavia, determina un notevole problema nella interpretazione
dei risultati, portando alla necessita di sviluppare modelli di semplice utilizzo.

L’interesse del mondo scientifico e focalizzato sulle interazioni tra microbiota intestinale

e ospite, con particolare riguardo alle condizioni fisiologiche e patologiche che possono
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causare l'alterazione della composizione e del numero dei batteri presenti nell'intestino
dell’'uomo. D’altro canto, numerosi studi hanno gia suggerito I'utilizzo di batteri provvisti
di effetti benefici sulla salute dell'uomo o probiotici, nel trattamento di alcune condizioni
patologiche (es. la diarrea infettiva, la sindrome dell’intestino irritabile, IBS e le malattie
inflammatorie croniche intestinali, IBD).

A tal proposito, assume una notevole importanza I'approfondimento degli studi sul ruolo
del microbiota intestinale nella cancerogenesi della mucosa del colon, dalla formazione
dei polipi adenomatosi fino a quella del carcinoma colon-rettale, allo scopo di ridurne
I'insorgenza e/o 'incidenza nell'uomo.

La medicina traslazionale, attraverso la continua interazione tra i modelli sperimentali e
le condizioni in vivo puo aiutare i ricercatori a chiarire meglio gli aspetti dell'interazione
microbiota-ospite, con particolare riferimento alle relazioni tra il microbiota e i processi
inflammatori e neoplastici.

In relazione a queste considerazioni, il nostro studio ha avuto lo scopo di caratterizzare
e sviluppare un metodo ex vivo semplice, riproducibile ed economico per la valutazione
delle interazioni microbiota-ospite. In particolare, I'adesione e gli effetti sulla mucosa dei
probiotici possono essere analizzati mediante 'applicazione di questo metodo.

Lo studio e stato incentrato sulle lesioni precancerose, cioe i polipi adenomatosi, poiché
questi potrebbero rappresentare un momento chiave del processo neoplastico ed hanno
destato, sino a questo momento, minore interesse nei ricercatori rispetto al CCR o a altre
forme tumorali, risultando, pertanto, meno caratterizzate.

[ risultati di questo studio potranno contribuire ad ampliare la nostra conoscenza sulle
complesse interazioni dinamiche tra il microbiota intestinale ed i processi infiammatori
e di carcinogenesi colica, con importanti possibili applicazioni, non soltanto puramente
conoscitive, ma clinico-pratiche, in termini di diagnosi precoce e di terapia. E auspicabile
che la migliore conoscenza delle caratteristiche e delle proprieta del microbiota, e delle
possibilita di manipolazione dello stesso, possano portare, in un prossimo futuro, ad una
migliore gestione del CCR che rimane, malgrado i progressi riguardo a diagnosi precoce

e trattamento, una delle principali cause di mortalita nel mondo occidentale.
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