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Studio del miRNoma corneale nel cheratocono: ricerca dei meccanismi
patogenetici e di aspetti traslazionali per diagnosi precoce e indicazioni

prognostiche.

Introduzione e Scopo

Il cheratocono (KTCN) e una patologia oculare caratterizzata dalla progressiva distorsione ed
assottigliamento della cornea come conseguenza della ridistribuzione delle fibre di collagene che la
compongono [1, 2]. Come conseguenza ed al termine di questo processo degenerativo, la cornea
assume una struttura a forma di cono compromettendo la trasmissione della luce alla retina. Sintomi
clinici correlati al KCTN includono miopia, astigmatismo irregolare e perdita di acuita visiva [3].

A seconda dello stadio di progressione della patologia, trattamenti con diversi gradi di invasivita
vengono utilizzati per la riabilitazione visiva del paziente: dalle lenti a contatto nello stadio piu
precoce del KTCN, fino al trapianto di cornea negli stadi piu avanzati, con un rischio di rigetto dal 2
al 68% a seconda della profondita degli strati di cornea coinvolti [4].

Attualmente, nessuna terapia definitiva e disponibile per il trattamento del KTCN anche a causa della
mancanza di informazioni complete sui fattori responsabili della patologia. Infatti, le ricerche che
studiano i geni coinvolti nel KTCN presentano risultati spesso contrastanti evidenziando la multi-
fattorialita e complessita di questa patologia che include sia fattori genetici che ambientali [5].
Nell’ambito della patogenesi del KTCN, particolare attenzione ¢ posta al ruolo dei microRNA
(miRNA) come regolatori dell’espressione genica. Infatti, queste corte sequenze di RNA non
codificante (18-25 nucleotidi) consentono di modulare la produzione di proteine influenzando le
funzioni biologiche di cellule, tessuti ed organi, compresa la cornea [6]. Alterazioni dei livelli di
espressione dei miRNA e dei loro meccanismi di azione compromettono le funzioni fisiologiche e
sono state correlate a diverse patologie nell’'uomo [7]. Recenti ricerche scientifiche hanno ipotizzato
alcuni miRNA come probabili candidati nello sviluppo del KTCN, sebbene il meccanismo patologico
non sia stato chiarito [8, 9].

Considerando il calo irreversibile dell’acuita visiva causata dal KTCN e I’eventuale scelta di un
trattamento chirurgico piu 0 meno invasivo, una conoscenza piu dettagliata della sua patogenesi
risulta determinante. L'obiettivo primario dello studio é di approfondire il ruolo di diversi miRNA,

per consentire non solo di far luce sui meccanismi di patogenesi ma anche di porre le basi per lo
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sviluppo di una diagnosi precoce e di nuovi strumenti prognostici, per una piu mirata stratificazione
dei pazienti e strategia terapeutica.

Inoltre, essendo i mMiRNA considerati come regolatori di processi biologici, agire sui loro livelli di
espressione (deregolati negli stessi processi) per riportarli a condizioni fisiologiche potrebbe
costituire una nuova frontiera terapeutica che ha gia evidenziato risultati promettenti in altre patologie

(es. modelli di cancro) [10].

Metodologia
Cornee con KTCN e cornee non-patologiche di controllo verranno fornite dall'Istituto Internazionale

per la Ricerca e la Formazione in Oftalmologia (IRFO) di Forli e/o dall” Azienda Ospedaliero
Universitaria di Ferrara, in seguito a consenso informato scritto dei pazienti donatori. Tra le cornee
non-patologiche rientreranno sia cornee rimosse per traumi che cornee della Biobanca dell'lstituto di
Forli non idonee al trapianto.

Le analisi di espressione genica e dei parametri cellulari sui campioni prelevati verranno eseguite
presso il “Laboratorio di Biomarcatori, Target Biomolecolari e Medicina personalizzata in
Oncologia”, del Dipartimento di Medicina Traslazionale e per la Romagna dell’Universita di Ferrara.
Si pianifica un approccio a due Task:

Task #1: Analisi preliminare dei miRNA in cornee con KTCN e non-patologiche

Si prevede I'analisi dei livelli di espressione dei miRNA al fine di rilevare I'alterazione del pattern di
espressione nella condizione patologica (KTCN). Per I'analisi dei miRNA, I'RNA totale verra estratto
da almeno 20 cornee patologiche e 20 cornee non-patologiche; condizioni confondenti che potrebbero
influenzare I'espressione dei miRNA (es. infezioni) verranno escluse dallo studio. Per quanto
possibile verranno selezionati soggetti in stadi assai diversi dell’ evoluzione della patologia.
L'espressione dei miRNA sara correlata con I'andamento clinico della patologia nel singolo soggetto,
allo scopo di individuare un pattern di che possa costituire un profilo miRNomico per diagnosi precoci
e con valenza prognostica predittiva, ai fini di approcci terapeutici personalizzati e di precisione.
Task #2: Valutazione dei miRNA come regolatori della patogenesi e della progressione della
patologia

Per I'analisi dei miRNA e la risposta cellulare in seguito a loro variazione, si prevede uno studio pilota
con la generazione di colture primarie tridimensionali di cheratinociti derivati da almeno 3 soggetti
con KTCN e 3 senza (controllo), seguendo protocolli gia pubblicati [11]. In base ai profili dei mIRNA
ottenuti nella fase 1, i livelli disregolati di miRNA individuati saranno riportati alla situazione
fisiologica tramite inibizione o over-espressione. Il confronto di colture tridimensionali non-
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patologiche e KTCN non trattate e trattate per i miRNA e per altri parametri cellulari dopo 48 ore,

permettera di valutare il loro coinvolgimento nella patogenesi del KTCN.

Risultati attesi

Lo studio si propone di investigare il ruolo dei miRNA nella patogenesi del KTCN ponendo
I'attenzione su di essi come indicatori dello stato di avanzamento della patologia. In questo contesto,
il progetto si pone come il primo studio in vitro che valutera il coinvolgimento di specifici miRNA
nel KTCN valutando la loro espressione ed agendo sulla stessa tramite diretta inibizione ed induzione.
La comprensione di meccanismi patogenetici del KTCN ha lo scopo di individuare nuovi
biomarcatori per monitorare I'andamento della patologia nel singolo paziente, contribuendo a definire
una migliore stadiazione della malattia ed una migliore stratificazione dei pazienti per intraprendere

una scelta terapeutica il piu’ possibile personalizzata ¢ dunque di precisione.

Orizzonte temporale

Si prevede una durata di una prima fase del progetto di 24 mesi a partire dall’arruolamento dei

pazienti.
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