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INTRODUZIONE

I microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA naodificante a singolo filamento
di circa 20-24 nucleotidi, che regolafiespressione genica a livello post-trascrizionale.
Sono sfuggiti ai ricercatori per decenni fino alla scoperta d&NAi detto “lin-4”
necessario per il corretto sviluppo temporale delle larve del todmaCaenorhabditis
elegans. Fu proposto che lin-4 bloccasse, attraverso parziale compl@ideabn
sequenze non codificanti al ttrminale (3'UTR), la traduzione del’lRNA messaggero per
lin-14, una proteina la cui continua sintesi abrogava il correttoga temporale delle
larve (Lee et al., 1993). Con la loro scoperta il concetto di regolazione getata BvSsto

e la famiglia dei miRNA ha acquisito un posto centraenetworks di regolazione post-
trascrizionale, sia negativa che positiva. In 20 @mumero di miRNA umani conosciuti &
salito a 2237, come riporta il database miRBasewwmirbase.org; Griffiths-Jones, 2012),
ma la regolazione dell’espressione, la funziondulzek, le implicazioni fisiologiche e

patologiche non sono ancora del tutto compresdgppate per ogni miRNA.
GENOMICA E BIOGENESI DEI MI RNA

Circa il 96% del genoma umano € composto da DNA omdificante, necessario alla
trascrizione di rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA, scRNAn&RNA (De Leo, Biologia e

Genetica Il Ed.). | geni dei miRNA costituiscon®-A% del genoma e sono localizzati per
il 50% in regioni intergeniche, per il 40% in regiontrageniche introniche e il per il 10%
in regioni intrageniche esoniche (Donal O’CarraidaAnne Schaefer, 2013). | miRNA

intergenici posseggono propri promotori ed enhgneemtre la trascrizione dei miRNA
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intergenici puo dipendere anche dal promotore @elegospite. Molti di questi miRNA
sono raggruppati in cluster, cioé codificati dastritti policistronici, successivamente

processati per formare i singoli miRNA (Zhao ami&stava, 2007).

La maggior parte dei microRNA viene trascritta daRNA polimerasi 1l (RNA Polll),

sebbene un minor gruppo di miRNA associati a sexpigipetute (Alu) possa essere
trascritto dalla RNA Pollll (David L. et al., 20Q9) processo canonico di maturazione dei
MiRNA prevede un doppio passaggio di maturazioreninambi i compartimenti nucleare

e citoplasmatico da parte di 2 complessi enzimdgta famiglia del’RNasi .
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Figura 1. Biogenesi dei microRNA (Jacek Krol et al., 2010).
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Il trascritto primario dei miRNA (detto pri-miRNAE lungo da centinaia a migliaia di basi
ed e caratterizzato da una complessa struttureceéo poliadenilazione e cappuccio di 7-
metilguanosina (Xuezhong Cai et al., 2004). Latstra a forcina ha caratteristiche uniche
per i pri-miRNA e ne permette la distinzione daelstrutture presenti nel nucleo. In
particolare comprende una regione di appaiamengeifetto di circa 30 nucleotidi con
alla base una regione a singolo filamento dettaoonegdi giunzione (Julia Starega-Roslan
et al., 2011). Nel nucleo co-trascrizionalmentedgione di giunzione del pri-miRNA e
riconosciuta e legata dalla proteina DiGeorge symy critical region 8 (DGCR8) che ha
un dominio di legame ai dsRNA (dsRBP) (Monica Bafla et al.,, 2009).
Successivamente il reclutamento della proteina RNHs Drosha ne permette la
processazione ad un giro d’elica dalla giunzio@seiando il pre-miRNA della lunghezza
di circa 70 nucleotidi con una estremita 3’ spotgedi 2 nucleotidi, caratteristica delle
RNasi Il (Martin A. Newman and Scott M. Hammond1®; Han J et al. 2006). Non &
ancora del tutto chiaro quali siano le caratteristrutturali necessarie del pri-miRNA ed
I cofattori che partecipano a tale passaggio dunaztone. Molteplici evidenze descrivono
che l'efficienza del processazione dipende dallandezza e sequenza dell’ansa, dalla
struttura della forcina e dalle sequenze fianchaggil sito di taglio. Cio e' dimostrato
anche dal fatto che mutazioni in queste regiotigmiono in maniera significativa I'attivita
di Drosha. Inoltre diverse proteine come RNA elicasribonucleoproteine nucleari
eterogenee (hnRNP) sono associate al microproeeBsosha (Michlewski et al., 2008). |
pre-miRNA vengono riconosciuti in modo specifico exportati dal nucleo al citoplasma
attraverso un meccanismo mediato da un membro dealhaiglia delle proteine
karyopherine detta Esportina 5, in cooperazione lrproteina guanina trifosfatasi
(GTPasi) Ran (Bohnsack et al, 2004). Nel citoplagnpae-miRNA €& quindi incorporato

nel complesso di caricamento a RISC (RLC), i cunponenti principali sono Dicer, Ago,
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e la proteina dsRBP detta trans-activation respoR8EA-binding protein (TRBP),
mediante un meccanismo ATP-dipendente da partei delgaperon molecolari
Hsc70/Hsp90. L'RNAse Il Dicer riconosce il 3' spante del pre-miRNA e opera un
taglio a 2 giri di elica dal 3’ sporgente, gen@w@runa molecola a doppio filamento di
RNA di 20-25 paia di basi che contiene il miRNA orat (flamento guida) ed il suo
complementareniRNA* (Starega-Roslan J et al., 2011). Questo duplexNAIRIRNA*
non perfettamente appaiato e trasferito alla pmateArgonaute (Ago) che avviera la
degradazione del miRNA*. La presenza di mismatclenposizioni 2-8-12-16 del
filamento guida favorisce I'attivita endonucleaddidi Ago2 che digerisce solo il filamento
termodinamicamente piu instabile (Xuhang Liu et 2012; Yoosik Kim and V. Narry
Kim, 2012). Alcune evidenze sperimentali indicarmme diversi fattori tessuto-specifici
possano favorire la scelta del filamento guidadugllex miIRNA/mIRNA* e che entrambi

I miIRNA derivanti sono attivi (Seungil Ro et alQ@7). Le proteine della famiglia Ago
sono anche la componente principale del complebsoirduce il silenziamento genico
RNA-mediato (RISC), attivando il meccanismo di esgsione traduzionale di mRNA con
regioni parzialmente complementari al miRNA inclumd complesso.

Alcuni miRNA vanno incontro ad una biogenesi Droshalipendente o Dicer
indipendente. Del primo caso fanno parte pochi nAR®d i mirtroni, processati dallo
spliceosoma direttamente dal trascritto primaribgé@e ospite (Mark M.W. Chong et al.,
2010; Ruby JG et al., 2007). Altri miRNA invece mdono un processo di maturazione
Dicer-indipendente e Ago2-dipendente; tale proteinfatti € I'unico membro delle
proteine Argonauta ad avere un’attivita endonudieal (Daniel Cifuentes et al., 2010;

Sihem Cheloufi et al. 2010; Jr-Shiuan Yang et 4120



FUNZIONE CELLULARE E MECCANISMO D 'AZIONE

I miRNA agiscono all'interno del complesso riboreaproteico RISC, indirizzando tale
complesso verso 'mRNA bersaglio con cui mostra paaziale complementarieta di
sequenza. L'impatto della regolazione genica madiai miRNA e forte se si considera
che piu del 60% dei geni di tutto il genoma posssunire tale regolazione (Anthony K. et
al., 2013). Poiché e sufficiente un appaiamentoenf@ito miRNA/mMRNA per attivare il
complesso RISC, uno stesso miRNA puo avere comeaplw differenti mRNA e
viceversa differenti miRNA possono avere come lghisdo stesso mRNA. Inoltre il ruolo
biologico dei miRNA e associato al ruolo dei lordcRMA target. Tali osservazioni ben
rendono l'idea del potenziale regolativo dei miRN®&Il'omeostasi cellulare, e piu
precisamente nelle diverse vie del segnale ch&idodo regolazione della proliferazione
cellulare, apoptosi, differenziamento, regolaziole¢ ciclo cellulare, ematopoiesi e molti
altri processi cellulari (Edenir Inés Palmero et @011). Negli ultimi anni sta quindi
diventando sempre piu rilevante I'importanza detn@iRNA nel controllo dello sviluppo,
della fisiologia e della patologia animale.

Nei mammiferi l'appaiamento miIRNA/mMRNA €& imperfette la specificita di
riconoscimento e conferita dalla sequenza del miRi¢#ta "seed sequence" all'estremita
5 (nucleotidi in posizione 2-8). La regione delRNA bersaglio responsabile
dell’appaiamento e situata generalmente nella $egu@'UTR, ma esistono casi che
coinvolgono anche il 5’UTR e le sequenze codificénjtle JR et al., 2007).

Il silenziamento post-trascrizionale del bersagko eseguito grazie alle capacita
enzimatiche del complesso RISC attivato dall'appa&iato miIRNA/MRNA. | componenti
proteici meglio caratterizzati del complesso RI®@Qasi membri della famiglia Ago e la

glycine-tryptophan repeat-containing protein of I&2a (GW182). | meccanismi attivati
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degradano e/o bloccano la traduzione dellmRNA dglrs in base al tipo di proteina Ago
e all'appaiamento che si presenta.figara 2 mostra i principali meccanismi studiati di
silenziamento miRNA-mediato: l'inibizione delladtezione pud avvenire in corso d'opera,
con il distacco prematuro dei ribosomi durante dgef di allungamento; la proteina
nascente & degradata come conseguenza di un lidelladraduzione; il dominio centrale
di Ago ha elevata analogia con il fattore di inidella traduzione EIF4E, e quindi lo
sostituisce nel legame al cappuccio di 7-metilgsaray Ago recluta un fattore elF6 che
impedisce alle subunita del ribosoma di legarsB@®tecluta enzimi per la deadenilazione
impedendo quindi la formazione di un loop chiusd'@d®&NA che provocherebbe un
aumento della traduzione; la deadenilazione e lecessiva rimozione del capping
provocano una veloce degradazione dellmRNA beirsdgewin et al., 2010, Ana Eulalio

et al., 2008).
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Figura 2. Meccanismi di silenziamento genico post-trasariaie
miRNA-mediati negli animali (Ana Eulalio et a2008).
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Un arricchimento delle proteine Ago, di GW182, degizimi deputati alla deadenilazione,
al decapping e alla degradazione del’mRNA é trovatvescicole citoplasmatiche dette P
bodies 0 GW bodies (Jacek Krol et al., 2010; Maobé&t Fabian et al., 2010; Stoecklin G,
and Kedersha N, 2013). Si ritiene che tali veseismno la sede di deposito e catabolismo
degli RNA, poiché la loro presenza nella cellulamanta e diminuisce insieme
all’espressione dei due maggiori componenti di RI8Go e GW182 (Johnston et al.,
2010).

Evidenze sperimentali mostrano come il ruolo nedgolazione dell’espressione genica dei
miRNA non é confinata solo ad un meccanismo negatbensi anche a meccanismi
positivi. Alcuni miRNA sono stati scoperti induregtivazione della traduzione mediante
gli stessi meccanismi di riconoscimento precedeatden menzionati (Vasudevan et al,
2007), o mediante interazioni mMiRNA/mRNA non camta (Henke et al, 2008; Orom et
al, 2008). Altri ancora indicano come alcuni miRNs®ppure processati nel citoplasma da
Dicer, sono in grado di traslocare nel nucleo édaat la trascrizione di specifici geni i
cui promotori hanno sequenze dall’80 al 100% complatari al miRNA (Vera Huang and

Long-Cheng Li, 2012).

REGOLAZIONE DELLA FUNZIONE DEI MI RNA

La funzione di ogni miRNA mediata dal complesso Rinfluenzata, oltre che dai livelli
di espressione e dalla sequenza del miRNA stesdla, gbgolazione operata dai diversi
componenti del complesso RISC. Il cuore del congal@scostituito dalla proteina Ago, di
cui esistono 4 membri nei vertebrati. Sebbene mwnbsa che esista una specificita nel
riconoscimento fra miRNA e proteina Ago (Asuka Azaxviukai et al., 2008), nella

cellula l'abbondanza di una proteina rispetto ad altma influenza la potenza del

9



silenziamento genico indotto dal miRNA (Wu, L et &008). Inoltre le proteine Ago sono
regolate mediante diverse modificazioni post-tiagmmali, quali la fosforilazione, la
prolil-idrossilazione, la poli ADP ribosilazione @iquitinizzazione (Jacek Krol et al.,
2010). Un esempio € la fosforilazione della praefgo2 in seguito a stress cellulare e
attivazione della cascata delle MAP chinasi, cley@ca un accumulo della proteina nelle
vescicole P (Zeng, Y., Zeng, Y. Et al, 2008). Setate identificate decine di altre proteine
implicate nella regolazione positiva e negativdadfinzionalita dei miRNA (Jacek Krol et
al., 2010). Inoltre dati di sequenziamento indicBesistenza per ogni miRNA di analoghe
sequenze che differiscono solo per poche basi.tQuégNA sono detti isomiR e possono
derivare sia da mutazioni nel gene dei miRNA, siieterogeneita di taglio da parte di
Dicer e Drosha, sia da meccanismi post-trascritiioimaogni caso l'esistenza degli isomiR
allarga lo spettro regolativo associato ad ogni NAR in quanto pud favorire il

riconoscimento di target diversi (Llorens F et 2013).

REGOLAZIONE DELL 'ESPRESSIONE DEI MIRNA

La strategia piu ovvia per regolare il silenzianoemgenico indotto dai miRNA é la
modulazione dell’'espressione dei miRNA stessi. ilia#o di microarray, tecniche di
sequenziamento e di real time PCR ha permessoudiast i profili di espressione di
diversi miRNA. Ad oggi € noto che I'espressione decroRNA é regolata durante lo
sviluppo e per circa il 50% dei miRNA é tessutocsfiea (Landgraf P. et al., 2007;
Brandi and Akiko, 2009). Inoltre numerosi studilm@no dimostrato il coinvolgimento in
diverse patologie, come quelle cardiovascolarifrolegiche, metaboliche, ma soprattutto

oncologiche. Nel cancro i miRNA mostrano profiliepressione specifici per tipologia di
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tumore (Sempere LF et al., 2004; Lu J et al., 20@%; EJ et al., 2008). Krol et al. (2010)
hanno mostrato come il turnover dei miRNA é fineteeregolato dagli eventi cellulari:

nella retina ai cicli luce/buio €& associata unaowel risposta di cambiamento
dellespressione dei miR-204, miR-211, miR-183, MR e miR-182 mediante

meccanismi trascrizionali e di metabolismo. Nonoatali evidenze suggeriscano
'importanza della comprensione dei meccanismi @gotazione dell’'espressione dei
mMiRNA, questo argomento di ricerca € ancora pocmsciuto poiché non si conoscono i
promotori della maggior parte dei miRNA. Un utisrumento di predizione per

I'identificazione dei promotori dei geni € l'utiip di una banca dati genomica, come
quella proposta dal browser UCSC ( http://genonse.eclu), in cui € possibile

visualizzare la posizione dei geni, le modificaziepigenetiche ed il legame di fattori

coinvolti nella regolazione genica.

La regolazione dell’espressione dei miRNA occoadivello trascrizionale e post-

trascrizionale, di cui € proposto uno schema sditguio nellafigura 3.

miRMNA regulates gene expression —— —

target messages

at post-transcription level 1
Step iv
CYTOPLASM ¢
Step i
DNA methylation NUCLEUS
Histone modification by Step iii
either methvfatlnn o - Transcription initiation
acetylation P - Step ii *_____{ Transcription elongation
e : ¥ RNA F'"l"'"l,_ Transcription termination

DA

Figura 3. L’espressione dei miRNA é regolata a livello trégonale e post-trascrizionale. Step i:
regolazione della trascrizione a livello epigeretcmediante fattori di trascrizione (TF); Stepdi:
trascrizione &€ RNA Polll o Pollll dipendente; Stiégpdiversi fattori possono regolare I'attivita
delle RNA Pol in diverse fasi della trascrizionéebiv: regolazione della maturazione a pre-
MiRNA con successiva esportazione nel citoplasregy & regolazione della maturazione a
mMiRNA (Rugiang Liang et al., 2009)
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REGOLAZIONE TRASCRIZIONALE DELL’ESPRESSIONE DEI MRNA

Come per i geni codificanti proteine, la trascnmodei geni dei miRNA codificati dalla
RNA Polll dipende dall’attivazione del promotoren¢he le caratteristiche delle sequenze
promotrici sono simili: circa I'85% dei promotored miRNA comprendono isole CpG
(regioni ad elevata densita del dinucleotide CG19% contiene TATA box, il 21%
contiene elementi di riconoscimento TFIIB (BRE)A4il% contiene un Initiator (Inr), il
10% contiene elementi motif 10 (MTE) e I'87% conteun elemento promoter a valle
(DPE) (Fatih Ozsolak et al. 2008). Queste ossepwazndicano che i promotori dei
mMiRNA sono controllati da fattori di trascrizion@FK), enhancer, silencing element e
modificazioni epigenetiche.

Le modificazioni epigenetiche comprendono la meiilae delle isole CpG (aggiunta di un
gruppo metile sul C-5 della citosina vicina ad @uenina) e le modificazioni istoniche.
Kunej et al. (2011) indicano in uno studio integratdi diversi lavori, in cui si associa
I'espressione dei miIRNA ad eventi epigenetici, dheniRNA sono piu soggetti a
regolazione epigenetica rispetto ai geni codificardteine.

La metilazione del DNA é generalmente associatarepressione dell’espressione genica,
per cui le DNA metiltransferasi (DNMT) agiscono mgressori trascrizionali. Un esempio
e riportato dai miR-148a, miR-34b/c, miR-9 e ldaTcui trascrizione dipende dallo stato
di metilazione del loro promotore che e regolatbed@NMT1 e DNMT3b nel cancro al
colon (Han et al., 2007). Altre alterazioni epigiche riguardano le modificazioni post-
trascrizionali che avvengono sulla coda N-terminadégyli istoni, quali fosforilazione,
metilazione, acetilazione, ubiquitinizzazione, suamone, deaminazione e ribosilazione
(Kouzarides T., 2007). Queste proteine istonicheol® da circa 150-200 paia di basi di
DNA costituiscono i nucleosomi. L’accessibilita deNA alla trascrizione e regolata

dall'interazione DNA-istoni, e quindi dalle modifizioni istoniche citate. La metilazione e
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I'acetilazione sono le due modificazioni istonich& studiate. Nel 2007 diversi studi
hanno definito le caratteristiche epigenetichechipi dei promotori in cellule umane
mediante tecniche eseguite sull’intero genoma (Genet al. 2007; Heintzman et al.
2007; Ozsolak et al. 2007). Tra le modificazioribimsche che delineano la presenza di
promotori trascrizionalmente attivi sono la trinetione della lisina 4 dell'istone H3
(H3K4me3) e l'acetilazione delle lisine 9/14 deitoine H3 (H3K9/14Ac), mentre
promotori inattivi sono caratterizzati da una tritieeione delle lisine 9/27 dell'istone H3
(H3K9/27me3) (Bannister AJ e Kouzarides T. , 201Anche la deplezione dei
nucleosomi, caratterizzata da una piu marcata sibiés all’enzima DNAsi, nella
regione di 100-130 bp vicina al sito di inizio @etrascrizione (TSS) e una caratteristica
dei geni trascrizionalmente attivi (Fatih Ozsolakle 2008).

| fattori di trascrizione (TF) regolano I'espressgogenica positivamente o negativamente,
in modo specifico nei tessuti e durante lo sviluppoalisi bioinformatiche indicano che i
miRNA hanno una generale propensione a regolaarf di trascrizione e che é possibile
che esistano delle reti di regolazione tra miRNAFeche conducono alla regolazione del
MIRNA stesso (Shalgi R et al., 2007). Un esempiautoregolazione dell’'espressione dei
miRNA é dato durante la megacariocitopoiesi dabfat Runx1 che induce I'espressione
del miRNA-27a che a sua volta inibisce la tradueidel medesimo fattore (Ben-Ami O et
al., 2009). Come mostrato nelfgura 4., oltre a questo meccanismo di regolazione a
feedback negativo unilaterale, ne esistono alteigs a feedback negativo reciproco o

meccanismi indiretti (Brandi N Davis e Akiko Hagf)09; Jacek Krol et al., 2010).
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Figura 4. Circuiti regolatori dell’espressione dei miRNA ¢&& Krol et al., 2010).

REGOLAZIONE POST-TRASCRIZIONALE DELL’ ESPRESSIONE DEI MIRNA

Il controllo dei meccanismi di biogenesi e catatolb dei miRNA €& un ulteriore
meccanismo che ne definisce il pattern di espressiBono stati identificati diversi fattori
che regolano l'espressione di specifici miRNA dteaka biogenesi, interagendo con
Drosha e Dicer. Si possono quindi distinguere mmasoa correlati alla modulazione
dell’attivita di Drosha e di Dicer, e quelli chenfao parte dei processi di catabolismo dei
mMiRNA. L’induzione dell’'attivita RNAsica Ill dei 2nzimi necessita della cooperazione di
altri fattori che sono specifici di pochi miRNA aiversali per tutti i miRNA, tra cui le
proteine dsRBP, rispettivamente DGCR8 e TRBP dllicellulari delle proteine Drosha e
DGCRS8 sono regolati finemente e reciprocamentaftinin eccesso del quantitativo della
dsRBP di 3 volte rispetto a quelli della RNAsi pitovoca inibizione della stessa (Omer

Barad et al., 2012). Sebbene DGCRS8 interagisce adondiretto e stabilizza I'attivita
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enzimatica di Drosha (Faller et al, 2007), i sunelli di mMRNA sono regolati dalla stessa
attivita enzimatica dell’ RNasi lll, che riconosta struttura a forcina presente nel suo
MRNA e la digerisce (Han, J. et al., 2009). Ancli®BP interagisce e stabilizza Dicer.
Una bassa espressione di TRBP destabilizza I'@ttienzimatica di Dicer, mentre una
fosforilazione ne stimola sia I'attivita che I'esgsione (Paroo et al, 2009). Il meccanismo
e a feedback indiretto e coinvolge una sotto-espyes di let-7 che regola I'espressione di
Dicer mediante lo stesso complesso RISC (Formah,e2008).

Altri meccanismi di regolazione post-trascrizionaeno specifici di pochi miRNA e
coinvolgono proteine capaci di riconoscere e legaranodo diretto i precursori dei
MIiRNA di cui regolano l'espressione. Tra queste,fdaiglia di ribonucleoproteine
nucleari eterogenee (hnRNP) comprende 19 memlti, ¢an distinti siti di legame
all’lRNA e con espressione tessuto-specifica. Diveaembri legano specifici pri-miRNA a
livello dell'ansa che é altamente conservata nedliézione (Shimada N et al., 2009;
Allemand E et al. 2008; Carpenter B et al.,, 2008)me ad esempio 'hnRNP | e
'hnRNPAL legano l'ansa del pri-miR-101-1 facilidone la processazione da Drosha
(Michlewski et al.,2008).

Un meccanismo di catabolismo dei miRNA prevedel@denosina deaminasi che agisce
sugli RNA (ADAR) catalizzi la conversione di un idiso di adenosina in inosina in un
segmento a doppio filamento di RNA, come nelle ®nonecorritrici dei miRNA. Questo
processo e definito “miRNA editing” e causa effelitrersi sull’emivita dei miRNA. Puo
provocare blocco o attivazione dei processi di ma&ione RNasi lll- dipendenti oppure
puo favorire il riconoscimento del precursore datepalella nucleasi Tudor-SN che ne
provoca una degradazione (Scadden, A. D., 2005)laSeazione avviene su residui
allinterno della seed sequence, non influenzauihdver dei miRNA bensi ne puo

modificare ed ampliare lo spettro di mMRNA riconesic{fKawahara, Y. et al., 2007).
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MICRORNA E TUMORI

Fino alla comparsa dei miRNA si riteneva che unaeg@azione di oncogeni e
oncosoppressori fosse alla base della tumorigenesiluppo dei tumori, le cui cellule
sono caratterizzate da modificazioni del fenotiponmale. Queste sono spesso causate da
alterazioni genetiche, quali mutazioni puntiformSNP), inserzioni/delezioni, e
riarrangiamenti cromosomici, che causano un’ oyEessione di proteine ad attivita
oncogenica o una sottoespressione di quelle adtatti oncosoppressore. Altri eventi che
causano tali deregolazioni sono le modificazionigepetiche, tra cui la piu studiata
nell’ambito dei tumori & la metilazione del DNA. &muova frontiera alla comprensione
dei meccanismi tumorigenici e stata offerta datlaperta dei miRNA. Ad oggi si ritiene
che alcuni miRNA possano avere un ruolo primaribor®/iluppo della patologia. Questi
sono chiamationcomiR e nei tumori possono agire da oncosoppressoniQ-sespressi
percio incapaci di regolare I'espressione di praeoncogeniche, oppure da oncogeni,
sovra-espressi con funzione di regolazione di pretead attivita di oncosoppressore
(Figura 5) (Edenir Inés Palmero et al., 2011).

Due evidenze pongono in correlazione tumorigenesiiRNA. La prima e che molti
mMiRNA sono coinvolti nella regolazione della preli&zione cellulare e dell’apoptosi. |
mMiRNA della famiglia let-7 sono stati tra i primhcomiR identificati. Piu precisamente
essi agiscono da oncosoppressori poiché attivaconiplesso RISC su diversi mRNA di
oncogeni, di cui un esempio € il gene RAS la cuitioma attivazione stimola crescita e
proliferazione cellulare (Johnson et al., 2005)skaonda e stata I'osservazione che il 50%
dei miRNA sono deregolati nel cancro ed hanno geriici in prossimita di siti fragili del
genoma umano, correlati all'instabilita del DNA leekellule cancerose (Calin et al.,

2004a; Calin et al., 2004b).
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Figura 5. La modulazione dell’'espressione degli oncoMir puore la tumorigenesi. (Kunej Tanja

etal., 2012)

Il profilo di espressione dei miRNA é stato indecabme strumento migliore per elaborare

diagnosi, prognosi, e trattamento clinico nei paiziaffetti da tumore, rispetto alla

rilevazione di marcatori proteici (Lu J et al.,, 300 Alcuni miRNA infatti sono

specificamente piu espressi solo in un tipo di ttenduscendone a caratterizzare anche la

malignita (Gianpiero Di Leva e Carlo M Croce, 208&llacci et al., 2012).

Altri miRNA mostrano una deregolazione comune nsliassa famiglia di tumori come

guella dei tumori solidi (Volinia S et al., 2006%tudi di espressione possono anche

correlare la deregolazione dell’espressione dei NiRcon eventi implicati nella

tumorigenesi. Kulshreshtha et al. hanno comparatdRiNA con aumentata espressione in

seguito a trattamento ipossico con i miRNA associlé presenza di tumori solidi, ed
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hanno trovato simili regolazioni. Poiché l'ipossian noto fattore ambientale pro-tumorale
tale correlazione e significativa nella comprensiatel ruolo oncogenico dei miRNA
implicati (Kulshreshtha et al., 2007; Shen G et2013). Un’altra motivazione della scelta
dei miRNA come biomarcatori tumorali € da ricercarslla non invasivita dell’analisi.
Infatti i mMiRNA sono presenti anche in diversi fuicellulari di facile reperibilita, quali
siero, plasma, saliva e urine (Cortez MA et al1D0 Diversi studi hanno dimostrato che

in questi compartimenti I'espressione dei miRNAreta con specifici tumori, come (li

elevati livelli del mir-92 nel tumore colon-rettgl€hen X et al., 2008; Ng EK et al., 2009).

CARCINOMA DEL COLON -RETTO

Il carcinoma colon-rettale (CRC) € il terzo piuduente tumore diagnosticato nei maschi e
secondo nelle femmine. Nel 2012 la societa scieatifAmerican Society of Colon &
Rectal Surgeons” indica che questa neoplasia sifeséa in forme sporadiche per il 50-
60% dei casi, in forma familiari per il 30-40% aeisi e in forme ereditarie per il 4-6% dei
casi. Si conoscono diverse sindromi ereditariejppsiche e non. Le forme poliposiche
comprendono ad esempio la sindrome poliposica adetusa familiare (FAP), mentre tra
le forme non poliposiche troviamo la sindrome dintly, una malattia autosomica
dominante che si manifesta alquanto precocememigneuna frequenza assai maggiore
rispetto alle forme poliposiche. Casi in cui il tore compare “sporadicamente”
rappresentano la stragrande maggioranza di CRCneasifestano in persone che non
presentano fattori di rischio ereditari, anche seneccanismi genetici coinvolti si
sovrappongono parzialmente a quelli delle formalitage. Le cause genetiche alla base
della carcinogenesi sono raggruppate in instabditZzmosomica (nell’'80% dei CRC la

segregazione anormale dei cromosomi e del conteh@dIA provoca mutazioni attivanti
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di oncogeni e/o mutazioni disattivanti di geni osmppressori), instabilita microsatellitare
(il 15% dei CRC e provocata da mutazioni inattivalet geni del mismatch repair MMR
che sono deputati alla correzione di mutazionpishttte durante la duplicazione di regioni
genomiche contenenti ripetizioni di sequenze, detierosatelliti) ed eventi epigenetici
(nel 30% di CRC si osserva una ipermetilazioneggelbbma) (Dan A. Dixon et al., 2013).

Il modello della carcinogenesi ad oggi accettagmpsir con nuovi dettagli proposti dalla
ricerca sugli eventi epigenetici e sui miRNA, é lpusequenziale proposto da Fearon e
Vogelstein nel 1990: lo sviluppo del CRC e il ristib di accumulazioni di “alterazioni”
molecolari, siano esse genetiche ed epigenetitiesicnanifestano clinicamente a livello
morfologico nella progressione temporale da adenamaarcinoma (Fearon ER e
Vogelstein B., 1990; Ajay Goel e C. Richard Bolaraf)12) Figura 6). L’adenoma
tubulare rappresenta il piu precoce percursore piletesso neoplastico. La crescita
continua di tale adenoma porta al coinvolgimenttadeomponente villosa, realizzando in
tal modo un adenoma avanzato o polipo con atidi@logica e strutturale. Gli eventi
molecolari piu frequenti in tale fase sono le migazinattivanti del gene APC (il nome
Adenomatous Polyposis Coli deriva dal fatto cheaémlutazione presente nei pazienti
affetti da FAP) e mutazioni attivanti del gene KRA&SIl componente centrale del sistema
di trasduzione del segnale a valle del’lEGFR). eedita della funzione di APC provoca
un’attivazione costitutiva della via del segnalengless (WNT) e quindi dellg-catenina,
che come KRAS, agisce stimolando la crescita efprakione cellulare. L'accumulo di
queste mutazioni nella cellula della mucosa intesti provoca una selezione clonale,

favorita dall'accelerata proliferazione rispetttealltre cellule non trasformate.
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Figura 6. Modello multistep della carcinogenesi colon-rettdla figura pone in correlazione
temporale i geni target piu frequentemente soggettutazione (in verde) con le caratteristiche
cliniche (sopra) e cellulari (sotto). Inoltre samostrati alcuni miRNA la cui espressione &
deregolato in CRC (in blue) (Ajay e Boland, 2012).

Altre mutazioni sequenziali che inibiscono I'apapio come quelle riguardanti
I'oncosoppressore p53 e la via del segnale detor@atdi crescita TGF; rappresentano
generalmente eventi piu tardivi. Nella cellula tatieccanismi attivati durante la
tumorigenesi, WNT, TG e Ras, stimolano I'espressione dei fattori didriasone SNAI
1/2, Twist e ZEB 1/2 che regolano la transizionéfdaotipo epiteliale a mesenchimale
(EMT). Le cellule perdono le caratteristiche epdtelcome adesione cellulare, polarita
apico-basale, espressione di E-caderina e citaiheyrad acquista quelle mesenchimali
come aumentata mobilitd cellulare, attivazione edethetalloproteinasi di matrice,
sovraespressione di N-caderina, vimentina e fikotom@. Tali caratteristiche rendono le
cellule capaci di invadere e metastatizzare algaoi.

Anche il microambiente in cui crescono le celluBncerose influenza positivamente la

crescita del tumore. Si ritiene che l'inflammazioomnica sia il microambiente che
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maggiormente contribuisce all'iniziazione del CR®®®adico poiché stimola la produzione
di citochine pro-inflammatorie, agenti ossidanti eazimi litici. In particolare I'enzima
ciclossigenasi 2 (COX2) aumenta la sua espressiotedi condizioni e produce elevate
quantita della prostaglandina PGE2 che a sua witga un ruolo centrale nella
tumorigenesi intestinale (attivazione della via siegnale NF-kB e aumento della proteina
anti-apoptotica Bcl-2) stimolando proliferazione llgare, migrazione cellulare ed
angiogenesi. Ma l'inflammazione puo essere ancheewento che influenza solo la
progressione, infatti il fattore di trascriziofiecatenina, attivato in FAP con APC mutato,
aumenta I'espressione di COX-2. Modelli cellulatdianimali con APC mutata ed inattiva,
mostrano una riduzione della crescita tumoraleeigugo a delezione del gene COX-2.
Inoltre studi clinici dimostrano che l'utilizzo darmaci antinfiammatori non steroidei
(FANS) che inibiscono in modo selettivo o non deletla COX-2, tra cui l'aspirina,
costituiscono una buona terapia di prevenzione sdituppo del tumore colon-rettale.
(Ahnen, 2011). L'ipossia € un’altra caratterista=l microambiente in cui si sviluppano i
tumori solidi. Uno stato di ipossia (e/o anossid)risultato dello squilibrio tra I'eccessiva
crescita cellulare con elevato consumo di @la mancanza di un efficace irrorazione
sanguigna nella zona centrale della massa tumdkdieello molecolare, lo stress ipossico
causa delle risposte adattative della cellula chdgapo all'attivazione del fattore di
trascrizione HIF-1a, che conferisce un vantaggio proliferativo e nelloluppo di un
fenotipo maggiormente maligno.

Nuovi dettagli a questa sequenza di eventi caneaetgi vengono dalla ricerca
sull’epigenetica e sui miRNA. Le prime evidenzeutia deregolazione dei processi di
metilazione del DNA associati al CRC risalgono @83 (Goelz SE et al., 1985; Feinberg
et al., 1988). Ad oggi diversi lavori riportano usilenziamento dell’'espressione

metilazione-mediato di oncosoppressori come | faABTEN e APC, entrambi coinvolti
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nelle prime fasi della tumorigenesi del CRC sparadiWorthley DL et al, 2010). La
metilazione del promotore del gene MLH1 e MGMT sailti nei meccanismi di riparo al
danno al DNA, favorisce I'accumulo di altre mutaziger la progressione del CRC. Si
ritiene che “epimutazioni” come quelle indicate gmso rappresentare sia eventi precoci
nello sviluppo tumorale sia eventi tardivi (OgineSal., 2006). E stato dimostrato infatti
che l'ipermetilazione di MLH1 in alcuni pazientu@ evento ereditato da madre in figlio e
che rappresenta il primo evento molecolare in gdidavorire la selezione clonale di un
fenotipo cellulare maligno (Hitchins MP et al., 200

Dai numerosi lavori sui miRNA se ne evince il paiate regolativo su tutte le maggiori
vie del segnale implicate nello sviluppo del CR@\EBmente queste includono un impatto
sul segnale WNTPtcatenina (miR-135a/b, miR-139, miR-145, miR-17;9&ulla
proliferazione cellulare (let-7 family, miR-18a, Ri21, miR-126, miR-143, miR-200c),
sull'apoptosi (miR-34a, miR-133b, miR-195), sullaicellulare (miR-34a, miR-192, miR-
215, miR-675), sul segnale p53 (miR-34b/c), sulldferenziazione cellulare (miR-141,
miR-200c), sulla migrazione e invasione cellulam@R-126, miR-143, miR-196a, miR-

200a/b/c, miR-373, miR-520c) (Ajay e Boland, 2012).

HsA-MIR-101

Nel 2002 Mourelatos Z et al. in un esperimentonaimunoprecipitazione del complesso
identificato come 15S RNP, di cui i componenti sama proteina Ago e diverse RNA
elicasi, isolano e sequenziano per la prima véhaa-miR-101 (miR-101). Il miIRNA-101

ha due loci: un locus é sul filamento negativoateimosoma 1p31 che e intergenico (miR-
101-1), e un secondo locus é sul filamento posidigbcromosoma 9p24 all’interno di un

introne del gene RCL-1 (mMiRNA-101-2). Da ogni geamgina un trascritto primario non

22



caratterizzato e quindi un precursore. | due pre-a01-1 e pre-miR-101-2F{gura 7)
formano delle strutture a forcina di 75 e 79 paidaksi rispettivamente, che vengono

processate nell’'unico miR-101 maturo.

(@)

(b)

Figura 7. Struttura a forcina dei due precursori pre-miR-10a) e pre-miR-101-2 (b)

In 20 anni lo studio del ruolo del miRNA negli etercellulari ha portato
all'identificazione della sua attivita antitumoralggendo su diverse vie del segnale. La
prima evidenza che gquesto miR potesse agire dasoppoessore risale al 2008, in un
articolo in cui e dimostrato che la perdita deu®genici del miR-101 si osserva nel 67%
dei tumori alla prostata e che la bassa o0 mancgieessione del miR € inversamente
proporzionale ai livelli di espressione delloncoge EZH2, target del miR stesso
(Varambally S et al., 2008). Nel nostro laboratanieece il miR-101 é stato identificato
come potente oncosoppressore nel CRC, inibitota tfalduzione dellmRNA della COX-
2, la cui espressione e ridotta in linee cellutamorali di CRC e nei tessuti tumorali di

colon (Strillacci A et al., 2009; Strillacci A ek a2012). E quindi duplice I'evidenza che il
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miR-101 abbia funzione da oncosoppressore: latadegpressione in vari tipi di tumore,
guali cancro colon-rettale, gastrico, tiroideo, pohare, epatico, pancreatico, al seno e
prostatico, e l'inibizione traduzionale svolta suedsi oncogeni. Lalabella 1 mostra i
target diretti del miR-101, coinvolti in diverseevidel segnale ed eventi cellulari. Il
coinvolgimento piu evidente € nell'infiammazione nel mantenimento del fenotipo
epiteliale. In riguardo allinfliammazione, i divéticoli sembrano proporre delle attivita
contrastanti. L'IL-B e una nota citochina pro-infiammatoria e la syaressione sembra
regolare positivamente I'espressione del miR, atremio una delezione della citochina
anti-inflammatoria IL-10 ne provoca una sovraesgig®e. Si deduce quindi un ruolo pro-
inflammatorio del miR-101 che contrasta con I'dffeinibitorio del miR su importanti
mediatori inflammatori come la COX-2 e EP4, reaettaella PGE2. Una possibile
spiegazione potrebbe trovarsi in un’espressionelaaeb tessuto specifica, oppure cancro-
specifica. Il miR-101, infatti, regola anche altaittori coinvolti in vie del segnale che
incrociano quella inflammatoria, quali la rispostamunitaria, di cui la forma innata e
regolata tramite il silenziamento di MKP-1. Altvee del segnale spente dall’espressione
del miR-101 sono quelle implicate nellEMT, in ctdndamentale e il ruolo delle
modificazioni epigenetiche mediate da DNA metilngterasi, di cui il miR regola
DNMT3A, e da proteine del gruppo Polycomb che owho il silenziamento di
oncosoppressori metilando nel loro promotore lhstdH3 (H3K27me2/3), di cui il miR
regola EZH2. Un’altra evidenza del ruolo del miR mantenimento del fenotipo epiteliale
e dato dal lavoro di Friedman et al. (2009). Glioaiuindividuano il pattern dei miRNA
implicati nel mantenimento dello stato dedifferextai e proliferativo caratteristico delle
cellule staminali embrionali. In tali cellule I'egssione del miR-101 e repressa ed

aumenta durante il differenziamento (Jeffrey M éim@n et al., 2009).
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Tabella 1. Studio del ruolo cellulare del miR-101

Vie del segnale Fattore | Contesto cellulare| Regolatori Riferimenti
bersaglio dell'espressione
del miR-101
Epigenetica, EMT EZH2 Carcinoma Qazi et al.,, 2012; Ch
(indiretto  E-| pancreatico, a HM et al, 2011;
caderina) polmone, renale Sakurai et al.,, 2012;
gastro-intestinale, Carvalho et al., 2012;
gastrico Wang HJ et al. 2010
PKCo, ERK EZH2 Epatocarcinoma TPA(12-O- Chao-Weai et al., 2010
tetradecanoil
forbolo 13 acetato),
ERK, PKGy ?
Ipossia, ormoni| EZH2 Tumore alla prostata HIEMIF1p, Paul Cao et al., 2010
androgeni recettore degl
androgeni
Inflammazione COX-2 Cancro  colonrettale, Strillacci et al., 2009
prostatico, gastrico He XP et al., 2012
Hao Y et al, 2011
Wang HJ et al. 2010
Infiammazione, EMT, SOX-9 Condrociti, IL-1B Linghui et al., 2012
organizzazione della Epatocarcinoma Zhang et al., 2012
matrice extracellulare.
Differenziamento, Stathmin 1 Tumore al seno Wang R. et al, 2012
neurogenesi
Regolatore centrale deImTOR Cellule epiteliali Stress tensivo Chenet al., 2012; Wan
metabolismo cellulare, (HUVEC); sviluppato dall FZ et al., 2008.
apoptosi e autofagia in fibroblasti fetali. flusso  sanguigng
risposta a fattori d sull’endotelio;
crescita (es. EGF, FGK, Infezione da
insulina) e segnali d citomegalovirus.
stress (es. ipossia |e
nutrienti)
TGH3, NGF, EGF,| cFOS Fibroblasti cardiaci, Pan Z. et al., 2012;
MAPK cancro gastrico Wang HJ et al. 2010
Inflammazione EP4 Cancro colonrettale Chandrambukt al,
2012
Inflammazione, CFTR Epitelio bronchiale Fumo di sigarettaHassan F et al, 2012
omeostasi ionica cadmio
Angiogenesi, Serpin B3 Cancro alle ovaie Whasum Lim et
immunita, 2012
caogulazione
MAPK, MKP1 Lupus eritematoso Infliammazione? Yang J e2@13
inflammazione,
immunita
Epigenetica, EMT DNMT3A Epatocarcinoma Infeziona dirus| Wei X et al., 2013
dell’epatite B
PTEN, p53, MAPK Epatocarcinoma Benzotiazolo Pashflis et al,
2011
Inflammazione Modello di tumore alSilenziamento IL-| Schaefer JS et al, 2011
colon in topi IL 10° 10?
Autoimmunita ICOS Cellule Thl, sindrome Yu D et al., 2007
autoimmunitaria
Differenziamento € Mcll Cancro al polmone| Luo L et al, 2012
apoptosi gastrico Wang HJ et al. 2010
Autofagia STMN1, Cancro al seno Etoposide, Frahkeet al., 2011
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RABSA, rapamicina,
ATG4D deprivazione di
nutrienti

Riparo al DNA ATM, DNA- | Cancro al polmone Chen S etal., 2011

PK catalytic

subunit
Neurodegenerazione, | APP neuroni IL-B Vilardo E et al., 2010
inflammazione Long JM e Lahiri DK.,

2011.

La tabella 1 riporta anche i principi attivi, i mediatori celbui e gli eventi ambientali
riportati dagli articoli come regolatori dell'esgm@one del miR-101. Per nessuno di questi
e stato individuato il meccanismo d'azione e da deyiva l'ulteriore difficolta alla
comprensione della funzione del miR-101 in eveatne l'inflammazione. In particolare
I'espressione del miR-101 nei tumori puo essererignltato di mutazioni genetiche
(Varambally S et al., 2008), di una disregolaziate complessi implicati nella sua
biogenesi, e di una regolazione mediata da fatiortrascrizione. Del secondo caso
potrebbero far parte i malfunzionamenti dei fattdétnRNP | e hnRNPAL, che
rappresentano gli unici componenti del complessosba che sono stati studiati per il
riconoscimento specifico dellansa di pochi pri-miR, tra cui il pri-miR-101-1
(Michlewski et al.,2008). L’incidenza di ciascunadglesti 3 eventi regolativi non puo
essere valutata finché non si identificano le segeelei trascritti primari del miR-101-1/2

e i relativi promotori.
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SCOPODEL LAVORO

I microRNA sono piccole molecole di RNA non cod#ite che influenzano diverse
funzioni biologiche attraverso la repressione diideersaglio sia in condizioni fisiologiche
che patologiche. Il miR-101 e stato ben carattatzzome miRNA oncosoppressore, la
cui espressione e ridotta in molti tipi di tumotey cui il cancro colonrettale (CRC). |
diversi target molecolari del miR-101 offrono ahtore le caratteristiche maligne quali
dedifferenziamento, perdita di adesivita, potemzialasivo ed angiogenesi. L’'espressione
del miR-101 invece é tanto piu bassa quanto maggida malignita del tumore. In vitro
numerosi esperimenti mostrano come un ripristind’edpressione del miR-101 nel
contesto dei tumori solidi, apporta una riduziored fitnotipo maligno e blocco della
proliferazione cellulare. Il CRC rappresenta unledgrincipali cause di morte nei paesi
occidentali e la prevenzione di questa patolodiangata dalla mancanza di biomarcatori
che permettono una diagnosi precoce e di chemmoberefficaci. Il miR-101 e gia stato
proposto come biomarcatore del CRC ed il potenziagplativo del miR-101 nella
cancerogenesi potrebbe essere utilizzato a scogpeetici. Tuttavia la scarsa
comprensione dei meccanismi di regolazione deltesgpone del miR-101 rappresentano
un ostacolo allo sviluppo di nuove frontiere nelttmmento terapeutico. L'obiettivo di
questo ricerca € stato quello di identificare s¢réti primari del miR-101 e gli elementi
regolativi della loro espressione. In questo modm Possibile identificare i regolatori
chiave dell’espressione del miR-101 che provocanesua repressione nei tumori e i

regolatori che potrebbero apportare una regolazioséiva nel trattamento del CRC.
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MATERIALI E METODI

COLTURE CELLULARI

Le linee cellulari utilizzate si classificano imdie epiteliali di colon carcinoma (SW620 e
HCA7, acquistate dallAmerican Type Culture Collent Manassas, VA, USA), linee
primarie epiteliali (HUVEC) e linee epiteliali doton normale (NCM460 ottenute con la
licenza dell'Incell Corporation, San Antonio, TXSB).

Le linee sono mantenute in coltura in terreno DeotéS Modified Eagle’s Medium
supplementato di glutamax (DMEM-GlutaMAX™), a cuwstato aggiunto il 10% di siero
fetale bovino (Gibco) scomplementato a 56°C pemn®Quti, e gli antibiotici penicillina
(100 U/ml) e streptomicina (100 mg/ml) (Sigma), @@ in atmosfera umidificata al 5%

di CO, (Billups-Rothenberg Inc., USA).

ESTRAZIONE DELL 'RNA TOTALE DA CELLULE

L’RNA totale é stato estratto dalle linee cellulaan il reagente Trizol (Societa Italiana
Chimici) seguendo le istruzioni della ditta prodigt. Il pellet di RNA ottenuto, € stato
risospeso in acqua priva di endonucleasi (trattatadi-ethyl-pyro-carbonate, DEPC), ed
analizzato mediante lettura allo spettrofotomefidanodrop ND-1000, Celbio) che
permette di valutarne la concentrazione medianpedo di assorbanza nellUV a 260 nm
e la purezza attraverso delle letture di assorb@B@anm e 230 nm. La qualita del’RNA

totale e stata analizzata mediante elettroforeszontale in gel di agarosio.
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PREPARAZIONE DEL GEL DI AGAROSIO PER L 'ANALISI DI ACIDI
NUCLEICI

Per la separazione di acidi nucleici prodotti dazireni di PCR o ottenuti da estrazioni
cellulari e utilizzata I'elettroforesi orizzontaie gel di agarosio. La quantita di agarosio
desiderata (concentrazione di agarosio nel gehlbde da 1% a 2,5%, tanto piu alta quanto
piu grandi sono le dimensioni delle molecole daasage) viene disciolta, attraverso
bollitura, in tampone 1X TBE (90 mM Tris-HCI pH 8.80 mM acido borico; 2.5 mM
EDTA), raffreddata a circa 50°C e versata nellackiata contenente il pettine per formare
I pozzetti. Dopo la solidificazione il gel € inderinella camera di corsa, ricoperto di
tampone 1X TBE, il pettine viene rimosso ed i pdizzengono caricati con i campioni da
analizzare, gia addizionati con il loading dye 1(®®&% glicerolo, 1mM EDTA pH 8, 0.2%
blu di bromo fenolo in acqua DEPC). Infine vienglagato un voltaggio costante di circa
5 V/cm. Per la visualizzazione dei frammenti di DIRNA cosi separati si utilizza come
intercalante di acidi nucleici il Gel Red (Socit@liana Chimici), aggiunto al gel di
agarosio prima della solidificazione oppure diluitel buffer TBE in cui € immerso il gel
per 5 minuti dopo la corsa elettroforetica. Taltelicalante permette di visualizzare con
una buona risoluzione gli acidi nucleici in seguit esposizione a raggi UV utilizzando

un transilluminatore (Universal Hood Il, BioRad)

M ARCATURA DI OLIGONUCLEOTIDI ALL 'ESTREMITA 5’

Oligonucleotidi marcati radioattivamente all’'estitim5’ sono stati utilizzati in saggi di
primer extension e di northern blot. Per la reagiati marcatura, a 5 pmoli di
oligonucleotide vengono aggiunti dl di enzima T4 Polynucleotide Kinase (10ul/

Invitrogen), 3ul di [y-32P]-ATP (10uCi/ul), 2 ul 5X Forward Reaction Buffer e fino a
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raggiungere un volume totale di reazione diylQl campione viene incubato a 37°C per
30 min. L'oligonucleotide marcato €& purificato triéen cromatografia per esclusione
dimensionale utilizzando una colonnina (Empty BmrSColumns, Bio-Rad) impaccata

con Sephadex G-50 coarse (Euroclone), seguendtrdeioni del fornitore.

PRIMER EXTENSION

Per ciascuna reazione di primer extension, 20 pgNIA totale vengono precipitati per
centrifugazione ed il pellet viene fatto asciugaadi’aria per qualche minuto.
Successivamente, I'RNA viene risospeso id €i una soluzione contenente 1X RT Buffer
(Kit Maxima Reverse Transcriptase, Fermentas), 8 dMTPs e 0,1 pmol di
oligonucleotide marcato radioattivamente. Il camgioiene riscaldato a 100°C per 2
minuti e quindi posto a 50°C per 5 min. Successafm, sono aggiunte 100 U di

enzima Reverse Transcriptase e il campione vietuwbato a 50°C per 30 min. A reazione
completa, si procede alla purificazione del praalditretrotrascrizione aggiungendo 1§

di RNasi A (Thermo Scientific) ed incubando a 378€r 10 minuti. Il volume della
reazione viene portato a 1Q0 con HO, per facilitare un’estrazione con 1 volume di
fenolo:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), s8 da una precipitazione con 2,5
volumi di etanolo e 0.1 volumi di 3 M NaOAc pH 5I2pellet di cDNA cosi ottenuto e
risospeso in 1Qul di Formamide Loading Buffer (95% formammide, @G@®1blu di
bromofenolo, 20 uM EDTA pH 8) e denaturato riscattta a 100°C per 3 minuti. |
campioni cosi preparati vengono caricati su geladincrilammide denaturante.

| frammenti di cDNA marcati radioattivamente di ¢§lvezza compresa tra 20 e 500 basi
sono stati analizzati tramite corsa elettroforetsa gel di poliacrilammide al 6%

denaturante per la concentrazione 8 M di urea.
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Per un gel di dimensioni 50 x 20 cm, spessore (mtsono preparati 50 ml di gel al 6%,
miscelando i seguenti reagenti:

- 10 ml di 30% acrilammide-N,N’bisacrilammide (19:1

- 10 ml di 5X TBE

- 10 ml di H20

- 24 g urea in polvere

La soluzione é posta in agitazione e riscaldata #hcompleto discioglimento dell’'urea.
Sono aggiunti quindi i catalizzatori della polinezazione del gel, 35@ di 10% ammonio
persolfato e 18 ul di N,N,N',N'-tetrametiletiiendiammina (TEMED). Iligel é
immediatamente colato nello spazio tra i due vegparati da uno spaziatore di 0.4 mm;
viene inserito il pettine e si lascia polimerizzdrgel per 60 min. Dopo la solidificazione,
viene rimosso il pettine, il gel viene inserito lisgdparato di corsa e viene aggiunto il
tampone di corsa (1X TBE) nella camera superioranfetiore. Il gel é sottoposto ad una
precorsa di 30 min applicando un voltaggio costants600 V o 53 W, che ne permette il
riscaldamento essenziale per ottenere una buorsa denaturante. Una volta sciacquati
accuratamente i pozzetti, vengono caricati i campi@naturati e applicato un voltaggio
costante (1500-1600 V) per circa 2 ore. Al termdedla corsa, viene disassemblato
I'apparato ed il gel viene trasferito su un fogliocarta Whatman 3MM, essiccato nel gel
dryer 583 (BioRad) per 2 ore a 80°C ed espostman aassetta Storage Phosphor Screen
fino al momento della rilevazione del segnale mmat#iascanner ottico Storm 840

(Amersham Biosciences).

Tabella 2.

Oligonucleotidi utilizzati nelle reazioni di primer extension
Nome Sequenza (5’-3)
REV7 AGAGGACTAACTAAGAACCCTGG
REV7-35 TCCCTGGTTTCTCAGCTCAC
REV7-340 TGATGGAAATAAACAGGTGAGC
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NORTHERN BLOT

Al fine di analizzare la lunghezza in bp di un trétto, € stata utilizzata una corsa
elettroforetica in gel di agarosio denaturante,ugagda trasferimento su membrana che
permette il rilevamento della banda corrispondett&ascritto target per ibridazione ad
una sonda complementare radioattiva.

Il gel denaturante e preparato sciogliendo I'agarosile ad ottenere una concentrazione
finale dell’'1% in HO milliQ. Dopo che la temperatura della soluzioreasrivata a circa
50°C, si procede aggiungendo sotto cappa chimidariaaldeide (concentrazione finale

2.2 M) e il gel running buffer 5X diluito 5 volte.

Tabella 3.

Gel running buffer 5X
3-N-morpholinopropanesulfonic acid (MOPS) 0.1 M
Sodio acetato (NaAc) 40 mM
EDTA 5mM

Il gel & quindi pronto per essere colato nella katta di elettroforesi con inserito il pettine
per la formazione dei pozzetti di caricamento. Dapominuti viene tolto il pettine ed il
gel solidificato viene immerso in gel running bufféX. Si avvia una precorsa per
equilibrare il gel a circa 5V/cm. Il campione di RNotale € denaturato per aggiunta della
mix di caricamento (gel running buffer 1X, 2.2M rwaldeide, 50% formamide) e per
riscaldamento a 65°C per 10 minuti. Il campionengigaffreddato in ghiaccio e viene
addizionato di loading dye (concentrazione fina¥g, juindi € pronto per il caricamento.
Allo stesso modo vengono trattati 3pg di RNA Lad@evitrogen), caricati nel gel come
marker di peso molecolare con risoluzione 0.5-10 Kb corsa elettroforetica e avviata

applicando un voltaggio di 5V/cm per 7 ore.
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Al termine della corsa il gel viene immerso pem3@uti in 3 volumi di TBE 0.5X con Gel
Red utilizzato in diluizione 1:100000. Utilizzandmo spettrofotometro ed un righello é
possibile acquisire 'immagine del gel con le nelatbande dell’ RNA Ladder e dell’ RNA
ribosomiale di ogni campione. In seguito il gelnénierso per 30 minuti in 3 volumi di
TBE 0.5X. |l trasferimento dellRNA dal gel allaembrana di nylon Hybond N+
(Amerham biosciences) e effettuato mediante traséto semi-dry con Trans Blot Turbo
(BioRad), secondo le indicazioni della ditta pradoé per 35 minuti a 20V costanti a 4°C.
L’RNA trasferito sulla membrana viene fissato metkairraggiamento UV a 125mJ (GS
Gene Linker UV Chamber, BioRad), dopo immersion&S8C buffer 2X per 5 minuti e
successiva asciugatura all’aria.

Tabella 4.

SSC Buffer 20X (pH7)

NaCl 3M

Citrato di sodio 0,3M

Prima dell'ibridazione alla sonda radioattiva, l&mbrana é lasciata a pre-ibridare per
minimo un’ora alla stessa temperatura di ibridagjountilizzando la stessa soluzione di

ibridazione mancante della sonda stessa.

Tabella 5.

Soluzione di ibridazione
formamide 50%
SDS 0.5%
SSC buffer 5X
Blocking Solution (Roche) 2%

La sonda radioattiva complementare al’RNA targagygiunta dopo denaturazione a 95°C
per 5 minuti direttamente alla soluzione di ibridae. Il giorno seguente la membrana e

recuperata dopo aver effettuato lavaggi consecatbassa ed alta stringenza:
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- 2 lavaggi veloci a temperatura ambiente con unazgmie a bassa stringenza (1%
SDS, SSC1X)
- 3 lavaggi di 5 minuti alla temperatura di ibrida#ocon una soluzione ad alta
stringenza (0.1% SDS, SSC 0.2X )
- Un lavaggio veloce in SSC 0.1X
La membrana é esposta in una cassetta Storageh@hdSgreen fino al momento della
rilevazione del segnale mediante scanner otticom&840 (Amersham Biosciences).
Al fine di identificare la lunghezza in bp del’RN#arget ibridato alla sonda vengono
confrontate le posizioni delle bande ottenute dat bon la posizione delle bande del
marker di peso molecolare nel gel, poiché il getatisa e la membrana di trasferimento

sono delle stesse dimensioni.

Oligonucleotidi utilizzati nelle reazioni di ibridazione

Nome Sequenza (5’-3))
REV1 TGCCATCCTTCAGTTATCACA
REV2 ACCACCATTCTTCAGTTATCAC

RAPID AMPLIFICATION OF C DNA ENDS(3'RACE)

Al fine di identificare il 3’ terminale del trastto primario del miR-101-1 (pri-miR-101-
1), é stata utilizzata la tecnica 3'RACE. Tale ndéta sfrutta la presenza della coda di
poly(A), naturalmente presente nei pri-miR trasicdélla RNA polimerasi I, come sito di
attacco di un primer antisenso oligo(dT) con ungueaza adattatrice (Oligo-dT-adaptor
primer). La prima fase consiste in una reazioneettotrascrizione utilizzando 10 pg di
RNA cellulare, 100 pmol di Oligo-dT-adaptor primed il Kit Maxima Reverse
Transcriptase (Fermentas), secondo le indicaziefia ccasa produttrice. || cDNA cosi
prodotto é purificato mediante digestione con RNag@hermo Scientific) ed estrazione

con 1 volume di fenolo:cloroformio:alcool isoamdiq25:24:1), seguita da un’ulteriore
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estrazione con 1 volume di cloroformio:alcool isdam (24:1) e successiva
precipitazione con 2.5 volumi di etanolo e 0.1 woildi 3 M NaOAc pH 5.2. Il pellet di
cDNA é risospeso in ¥ milliQ autoclavata. La seconda fase & una reazidn
polimerizzazione a catena della polimerasi (PCR)izeando come oligonucleotide
antisenso I'adaptor primer e come oligonucleotidass un primer specifico (specific
primer). La mix di reazione comprende 0.5ul di eveiHerculase Il Fusion Enzymeub

di 10X Reaction Buffer (Agilent Technologies), @as primer alla concentrazione
0.25uM, dNTPs alla concentrazione di 28d ciascuno e H20 milliQ a 25ul finali. Per
aumentare la specificita della reazione di PCR,dallh prima reazione di PCR sono stati
utilizzati per un’ulteriore reazione di amplificanie con un secondo primer senso specifico
(nested specific primer), la cui sequenza & comapnef’amplicone della prima PCR.

Tabella 6.

Oligonucleotidi

Nome Sequenza (5’-3)

Oligo-dT-adaptor primer GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT

Adaptor primer GACTCGAGTCGACATCGA
specific primer GAGCCTTCAGAGAGAGTAATGC
nested specific primer TGCCCTGGCTCAGTTATCA

CLONAGGIO DEI PROMOTORI GENICI

Il vettore pGL3-Basic (Promega) e stato utilizzpty saggiare se le sequenze genomiche
amplificate per PCR avessero proprieta di promagerd@co. Tale vettore contiene un gene
reporter della luciferasi per cui, se a monte B gene é clonata una sequenza che funge
da promotore, lI'enzima luciferasi € espresso nal@lula in modo direttamente

proporzionale all’attivazione trascrizionale e atiivita enzimatica luciferasica.
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ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO

Le cellule NCM460 sono state utilizzate per I'esimae del DNA genomico mediante
metodo fenolo/cloroformio. Il pellet cellulare et lisato in 1 ml di DNA buffer (250mM
Tris-HCI pH 8, 125mM EDTA) incubando a 45°C dopadgiunta di 100 pg di Proteinasi
K, sodio dodecil solfato (SDS) alla concentrazibnele 1% e 10 pg di RNasi A.
L’estrazione del DNA genomico prevede I'aggiuntaudi ugual volume di una soluzione
di fenolo:cloroformio:alcol isoamilico (25:24:1) @-agitazione e centrifugazione a 12000
g a 4°C; la fase superiore € addizionata di un luwgalame di cloroformio:alcol isoamilico
(24:1), e allo stesso modo e sottoposta ad agitaa@aentrifugazione.

La fase acquosa contenente il DNA e prelevata eliziathata di 0.1 volumi di Sodio
Acetato 3M pH5.2 e 3 volumi di isopropanolo. La gipeazione del DNA avviene a
freddo lasciando il campione a -80°C per un’ora urpp-20°C per una notte e poi
centrifugando per 30 minuti a massima velocita @. 4P pellet di DNA ottenuto e lavato
con etanolo 70%, centrifugato a 8000g per 10 miaudi°C ed asciugato all’aria per 5
minuti finché non evapori I'etanolo residuo. Swgsieamente il DNA risospeso in H20
milliQ autoclavata e analizzato quantitativamentedrante spettrofotometro (Nanodrop
ND-1000, Celbio) e qualitativamente mediante cetstiroforetica in gel di agarosio.

AMPLIFICAZIONE DEL DNA MEDIANTE PCR

La sequenza genomica di 8 kb a monte del locuscgedistata amplificata mediante
reazione a catena della polimerasi (PCR) in ampiisovrapposti di lunghezza circa 1 kb,
disegnando degli oligonucleotidi con il softwarecBe Designer 5.0T@bella 7).

Le reazioni di PCR sono state eseguite in un teictatore T100 Bio-Rad utilizzando 1pl
di enzima Herculase Il Fusion Enzyme (Agilent Teabgies). In ciascuna reazione,

100ng di DNA genomico sono uniti a 12,5 pmoli distun oligonucleotide specifico in un
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volume finale di 5Qul contenente anche i dNTPs alla concentrazion®@du21 ciascuno e

10 pl di 10X Reaction Buffer. La reazione di PCR é eseg con 40 cicli di
amplificazione, in cui il DNA viene denaturato a°@5per 30 secondi, segue il passaggio
di annealing alla temperatura appropriata per 80rs#, infine I'estensione a 72°C per 1
min. Per aumentare la specificita delle singoleima sono state eseguite delle touchdown
PCR, in cui la temperatura di appaiamento ad oigio successivo viene abbassata da un
iniziale valore superiore alla Tm attesa fino advalore inferiore alla Tm. Tale protocollo
mantiene inizialmente molto alta la stringenza'beitlazione, scoraggiando la formazione

di aspecifici e consentendo alla sequenza desaldrgredominare.

Tabella 7.

Oligonucleotidi
Nome Sequenza (5'-3))
REV la CCTTTAGAATAGACAGCATCAGC
FW 1 CCAGTTGATGGAGTTGGACA
REV 2 CCTTTAGAATAGACAGCATCAGC
FW 2 TGTCTCCATACTTACCCAACC
REV 3 AGGTCATCATCTAGGTCTTAGC
FW 3 TGTACTCCACATTGATTGATCG
REV 4 CACTTATAGAAAACTGGCACACC
FW 4 TAGTGCTGTCTTTGGGTTTTG
REV 5 ATCTTATTTCCTCAAGTCAACAGG
FW 5 TGACTGATACCCTGGACAAAG
REV 6 CAACCAGAAAGTCATCTTACAGC
FW 6 ATTAGAAACATTATTGGGGAGAGG
REV 7 AGAGGACTAACTAAGAACCCTGG
FW 7 TGTAAATAGAGCCTGGATGTTG
REV 8 AGAGGACTAACTAAGAACCCTGG
FW 8 CGGACTGGGTTTGTTGTTG
CLONAGGIO

Per clonare il prodotto di PCR all'interno del weét pGL3 € necessario che entrambi,
amplicone e plasmide, mostrino delle estremitardibper permettere la reazione di

ligazione. A tale scopo € eseguita una second@readi PCR sull’'amplicone di interesse
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con degli oligonucleotidi che comprendono la segaedei siti di restrizioni (reverse

primer con sito Bgl 1l e forward primer con sito WM, tabella 8).

Tabella 8.

Oligonucleotidi
Nome Sequenza (5’-3’)
rsREV 1 GAAGATCTCCTTTAGAATAGACAGCATCAGC
rsFw 1 TCGACGCGTCCAGTTGATGGAGTTGGACA
rsREV 2 GAAGATCTCCTTTAGAATAGACAGCATCAGC
rsFw 2 TCGACGCGTTGTCTCCATACTTACCCAACC
rsREV 3 GAAGATCTAGGTCATCATCTAGGTCTTAGC
rskFW 3 TCGACGCGTTGTACTCCACATTGATTGATCG
rsREV 4 GAAGATCTCACTTATAGAAAACTGGCACACC
rsFwW 4 TCGACGCGTTAGTGCTGTCTTTGGGTTTTG
rsREV 5 GAAGATCTATCTTATTTCCTCAAGTCAACAGG
rsFW 5 TCGACGCGTTGACTGATACCCTGGACAAAG
rsREV 6 GAAGATCTCAACCAGAAAGTCATCTTACAGC
rsFW 6 TCGACGCGTATTAGAAACATTATTGGGGAGAGG
rsREV 7 GAAGATCTAGAGGACTAACTAAGAACCCTGG
rsFwW 7 TCGACGCGTTGTAAATAGAGCCTGGATGTTG
rsREV 8 GAAGATCTAGAGGACTAACTAAGAACCCTGG
rsFW 8 TCGACGCGTCGGACTGGGTTTGTTGTTG

| prodotti di amplificazione purificati e il plasoie pGL3 Basic sono quindi sottoposti a
doppia digestione con 20 unita di ciascun enzimaeslirizione Mlu | e Bglll (Fermentas)

in Tango Buffer 2X per 6 ore a 37°C. Le sequenzgerie sono state separate
elettroforeticamente in gel d’agarosio e le band@afesse sono state estratte utilizzando
il kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel), segalo le indicazioni fornite dalla casa
produttrice. La procedura prevede la lisi del gdhaepurificazione del DNA mediante
I'utilizzo di una colonna con matrice di silice NeoSpin Extract. In presenza di sostanze
caotropiche il DNA si lega alla matrice di silics@ccessivamente puo essere eluito con un
buffer a bassa concentrazione salina. Il DNA peaifdo € stato quantificato e utilizzato

nella reazione di ligazione.
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La reazione di ligazione e stata effettuata a 228€2 ore utilizzando i seguenti reagenti
(Fermentas): 1 unita di T4 DNA ligasi, 1ul di T4 BNigasi buffer, 100 ng di vettore
linearizzato e I'inserto in rapporto molare rispedt vettore di 2:1 /5:1 /10:1.

TRASFORMAZIONE DEI BATTERI COMPETENTI

Il prodotto di ligazione € utilizzato per la trasftazione di batteri DHb E. coli, resi
competenti chimicamente utilizzando una metodica ptevede I'uso di CaglAd ogni
aliquota di batteri (90ul) e stato aggiunto il prodotto di ligazione (10d) dopo
un’incubazione in ghiaccio di 30 min, viene eseguiho shock termico, ponendola prima
a 42°C per 1 minuto, poi in ghiaccio per 2 minii.batteri sono stati aggiunti 200 di
terreno LB e sono stati lasciati a crescere peralao37°C in agitazione. | batteri cosi
trasformati sono stati piastrati su terreno solicintenente LB e ampicillina alla
concentrazione finale di 100 pg/ml, e lasciati cees overnight a 37°C. Poiché il ceppo e
sensibile all’antibiotico, cresceranno soltanto lonc trasformati che quindi hanno
inglobato il vettore pGL3 Basic contenente un geclee conferisce resistenza

all'ampicillina.

Tabella 9.

Terreno LB (Luria-Bertani) pH 7
Componenti Quantita
Triptone 169
Estratto di lievito 10g
NaCl 59
per ottenere un terreno di crescita solidédg
aggiungere Agar
H20 milliQ portare a 1l

SCREENING DELLE COLONIE TRASFORMATE

Le colonie positive alla trasformazione e quindntementi I'inserto sono state analizzate
mediante 2 tipi di screening. La PCR Colony é urogh@ di screening che permette di
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effettuare un analisi del clonaggio mediante PQOfet@dimente sulla colonia in esame. La
colonia batterica da testare e pescata direttantiadite piastra con un puntale poi immerso
in 25ul di reazione di PCR. In questo caso per (jificazione e stato usato il kit
DreamTaq DNA Polymerase (Fermentas) con 0.4 mMadican primer (vediabella 7),
0.2 mM di ciascun dNTP, 1 unita di enzima e 2.8iBuffer.

Le colonie positive alla PCR amplificano I'insedioe € visualizzato al transilluminatore in
un gel di agarosio in seguito a corsa elettrofoeeti

Verificata la dimensione del frammento, i cloni pies sono stati fatti crescere una notte
in agitazione a 37°C in terreno di crescita LB ¢®0ug/ml Ampicillina, per poi procedere
alla purificazione del DNA plasmidico mediante Ne@wbpin Plasmid (Macherey-Nagel).

| plasmidi estratti sono stati sottoposti al searstreening mediante digestione con
enzimi di restrizione, sia gli stessi usati pecldnaggio sia altri con siti unici all'interno
dell'inserto clonato. Le bande di plasmide attemgosstate controllate al transilluminatore
in un gel di agarosio in seguito a corsa elettetioa.

TRANSFEZIONE TRANSIENTE

| plasmidi pGL3 con gli inserti desiderati sonctistesati per trasfettare in modo transiente
le cellule NCM460. La trasfezione e stata eseguité Lipofectamine TM 2000
(Invitrogen) su cellule seminate ad una confluede80% in piastre multiwell da 24
pozzetti il giorno precedente la trasfezione im0 DMEM senza antibiotici. Ogni
pozzetto e transfettato con 800 ng del plasmide30Gin 'inserto di cui si vuole saggiare
I'attivita di promotore, e con 75 ng di un secondtore reporter del gene renilla pRL
(Promega), utilizzato come controllo interno pentamalizzazione nell’analisi dei dati. Il
terreno di trasfezione e OptiMEM (Gibco) senzacsied antibiotico, e viene rimosso a
distanza di 6 ore dalla trasfezione, sostituendoloterreno DMEM senza antibiotici.

SAGGIO DI LUCIFERASI
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Dopo 24 ore le cellule possono essere lavate cé@ PBe usate per effettuare il saggio di

luciferasi utilizzando il kit Dual Luciferase (Prema).

Tabella 10.

PBS 10X (pH 7.4)
Componente Concentrazione
NacCl 1.37M
KCI 27mM
NaHP O, 81mM
KH,PO, 19mM

Le cellule sono raccolte in Passive Lysis Bufferd 20 pl di lisato sono stati trasferiti in
un tubo da lettura luminometrica. L’attivita dellaciferasi Firefly e analizzata per
aggiunta del substrato LAR Il con analisi della inescenza d’emissione. Allo stesso
campione € poi aggiunto il substrato Stop&Glo eiuciferasi Renilla, contenente un
inibitore della luciferasi di Firefy, e I'attivitdi questa & analizzata con una seconda misura
di luminescenza di emissione. Ogni esperimentat® sipetuto sei volte e i dati sono stati

analizzati statisticamente applicando il t-tesbtlident.

| MMUNOPRECIPITAZIONE DELLA CROMATINA

Circa 1.5 x 10 cellule sono state utilizzate per ogni reazionardhunoprecipitazione. In
una prima fase le cellule sono sottoposte a crdssly utilizzando formaldeide alla
concentrazione dell’'1% direttamente nel terrenealiura, per 10 minuti in agitazione a
temperatura ambiente. Per arrestare la reaziongodslinking tra proteine e DNA si
aggiunge la glicina 0.125 M, per 10 minuti in agiteme a temperatura ambiente. In
ghiaccio le cellule fissate sono lavate e raccoltBeBS 1X con aggiunta di PMSF 1mM,
quindi centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti a 4B©po ulteriori 3 lavaggi con PBS 1X, il
pellet cellulare e risospeso in 500 ul Cell LysigfBr freddo ed € lasciato in ghiaccio per

10 minuti. I pellet cellulare e ottenuto centrituglo a 3000 rpm per 5 minuti a 4°C. La
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lisi nucleare & ottenuta mediante risospensionendeliei in 600 pl RIPA buffer freddo,
incubazione in ghiaccio per 30 minuti, e sonicagiamtubi da 15 ml mediante 6 cicli di
sonicazione di 10 minuti (30 secondi di ultrasualternati a 30 secondi di pausa) ad alta
potenza in un bagnetto freddo per I'aggiunta duacg ghiaccio con Bioruptor (Diogene).

Il campione € centrifugato a 14000 rpm per 15 nmiaut°C ed il surnatante contenente |l
DNA genomico € trasferito in un nuovo tubo. Il caome é sottoposto a pre-clearing per
aggiunta di 50 pl di Immobilized Protein A (Pieres) incubazione in rotazione costante a
4°C per 15 minuti. Il surnatante contenente lamatina e raccolto dopo centrifugazione a
3000 rpm per 5 minuti a 4°C. Un’aliquota (50 plutdizzata come INPUT DNA, mentre
ai restanti 600 pl sono aggiunti circa 5 pug di@nmpo specifico o anticorpo di controllo
IgG, e lasciati in rotazione a 4°C fino al giornopd. In questa fase I'anticorpo specifico
riconosce la proteina target fissata al DNA. Laefamiccessiva prevede il legame
dell’anticorpo a 50 pl di biglie di agarosio riviéestdi proteina A (Pierce) incubando in
rotazione per 30 minuti a temperatura ambiententr@egando il campione a 4000 rpm
per 5 minuti a temperatura ambiente, si isolanditdie di agarosio che legano Il
complesso anticorpo-proteina target-DNA. Le bigno sottoposte a lavaggi consecutivi
con 1 ml di buffer in rotazione per 3 minuti e adogazione a 3000 rpm per 2 minuti: 4
volte con RIPA buffer, 4 volte con Washing buffe2 golte con TE buffer. A questo punto
e necessario isolare il DNA mediante una reversttaieross-linking ed estrazione fenolo-
cloroformio. In breve, risospendere le biglie in02al di TE buffer, aggiungere 10 pg
RNAse A e incubare a 37°C per 30 minuti; quindiiaggere 50 ul di Proteinase K Buffer
5X e 6 ul Proteinase K (19 mg/ml) ed incubare &6’ uno shaker at 950 rpm per 6 ore.
Centrifugare a 14000 rpm per 10 minuti a 4°C eférae il surnatante in un nuovo tubo
per eseguire un estrazione con 1 volume di fenlol@formio:alcool isoamilico (25:24:1),

seguita da un’ulteriore estrazione con 1 volumelalioformio:alcool isoamilico (24:1) e
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successiva precipitazione a -80°C per 1 ora corv@ismi di etanolo, 0.1 volumi di 3 M
NaOAc pH 5.2, 20 ug di glicogeno e 10 ug di SalrBperm. Dopo una centrifugazione a
14000 rpm per 30 minuti at 4°C, il pellet di DNAlavato con etanolo 70%, ed il pellet
asciugato all'aria € risospeso in,® milliQ autoclavata. Circa 100ng di DNA
immunoprecipitato e di INPUT DNA sono usati per oggazione di Real Time PCR.

Tabella 11 Soluzioni utilizzate per il protocollo di ChlIP.

CELL LYSIS BUFFER
Componenti Concentrazione PK BUFFER 5X
PIPES pH 8 5 mM Componenti Concentrazione
KCI 85 mM TrisHCIpH 7,5 | 50 mM
NP40 0.5% EDTA 25 mM
PMSF 1mM SDS 1,25%
inibitori delle proteas| 1X
(Complete, Roche)
RIPA buffer
Componenti Concentrazione
WASHING BUFFER NP40 1%
Componenti Concentrazione NaCl 150 mM
NP4_O . 1% Sodio deossicolato 0,5 %
Sodio deossicolato 1% -
TrisHCI pH 8 100 mM Sbs 0,1%
LiCl 500 mM TrisHCI pH 8 50 mM
PMSF 1 mM
inibitori delle proteas| 1X PMSF 1 mM
(Complete, Roche) inibitori delle proteas| 1X
(Complete, Roche)

REAL TIME PCR

La tecnica Real Time PCR é utilizzata per analisegpressione genica e per valutare
I'arricchimento di una sequenza in un campione imomecipitato. La tecnica prevede
una quantificazione dell’amplicone ad ogni cicldRR, che € direttamente proporzionale

alla fluorescenza emessa da una sonda capaceedialarsi nella doppia elica di DNA,
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grazie all’'utilizzo di un termociclatore dotatoldser e di uno scanner per la stimolazione e
registrazione della fluorescenza emessa dalla sétetaguantificare i livelli di espressione
del miR-101, 'RNA estratto & sottoposto a trattatoecon DNAse TURBO DNA-freeTM
(Ambion) e successivamente retrotrascritto in cD& viene utilizzato nella reazione di
PCR. Poiché la sequenza del miR-101 é di 22 palmsii non e possibile utilizzare una
coppia di primer canonici. A tale scopo si utilizzella reazione di retrotrascrizione un
“primer loop” cioe un oligonucleotide che per parte della supeeza si appaia al 3’ del
mMiR e per la restante parte é costituito da unaesezp in grado di ripiegarsi su se stessa
formando un’ansa. In tal modo il primer funge daesco e allunga il prodotto di
retrotrascrizione. Nella successiva reazione di P@igonucleotide senso sara uguale alla
sequenza del miR-101 e quello antisenso sara ugliaistremita 5’ del primer loop.
L’analisi dei dati & di tipo quantitativa relativeipé i livelli di amplicone sono analizzati
rispetto ad un amplicone di riferimento. Nel casb qliantificazione di trascritti
I'amplicone di riferimento € prodotto da un tra#ioricostitutivamente espresso come
I'snRNA U6 o lap-glucuronidasi GUSB. Nel caso di quantificazioni uha sequenza
immunoprecipitata I'amplicone di riferimento & path da una sequenza di DNA che si
ritiene non essere arricchita nel campione. L'an&iffettuata € in accordo con il metodo
DDCt.

Tabella 12.0ligonucleotidi.

Oligonucleotidi per quantificare miR-101

Nome Sequenza (5’-3))
Primer loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATA
CGACTTCAGTT
Rev 101 loop TGCAGGGTCCGAGGTAT
Fw 101 GCCGCTACAGTACTGTGA
Rev U6 AAAATATGGAACGCTTCACG
Fw U6 CTTCGGCAGCACATATACT
Oligonucleotidi utilizzati per analisi di saggi ChIP
FW1 CGGCGGCGACTGTAAATAG
REV1 CGGTCTTCCTCTCTTCTCC
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FW2
REV2
FW3
REV3
FwW4
REV4

c-MYC REV
c-MYC FW
AXIN FW
AXIN REV
CN FwW

CN REV

T1FW
T1 REV
T2 FW
T2 REV
T3 FW
T3 REV

TTCGGGAACGCCTTCTC
CAGCACAAATTACAGCAAAGC
GTCGGTTTTCAGGAAGGG
TCAAAGCAGGGATAAGCAC
GTCTTCTAATGGAATCTGCTGTC
GGGTGTGTCTTCTGCTTGG
GGAGAGCCTTTCAGAGAAG
GCACTGGAACTTACAACAC
GTTACCTGGAAGACGAAGG
TCTGGAGGCGTTCAGTTG
TGACTGATACCCTGGACAAAG
CAACCAGAAAGTCATCTTACAGC

Oligonucleotidi per quantificare il pri-miR-101-2

GGCTATTGGACAAAATAACGAATG
AAAGAGTGAGAAACAGGAATGC
ACACAGATCACATGAAAGGAG
CAAGGCTAGGAACCAGACC
GGTGGATGCGTAGACTCG
GGATTAAGGAAGGAAAGAAATGC

ANALISI STATISTICA

Ogni esperimento e stato eseguito almeno in tripldti i dati sono espressi come media

+/- DS dei tre diversi esperimenti. L'analisi dellarianza € eseguita mediarit¢est t di

Studentper rilevare medie con differenze significatixee ittrattamenti (P < 0.05).
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RISULTATI

| DENTIFICAZIONE DEI TRASCRITTI PRIMARI DEL MI  R-101

STUDIO BIOINFORMATICO DI PREDIZIONE

Per la predizione dei trascritti primari del miRil8ono stati utilizzati gli strumenti di
visualizzazione ed estrazione di dati genomicisgiol web bioinformaticdJCSC Genome
Browser In un contesto genomico le diverse annotaziaome la presenza di geni, sono
visualizzate in rappresentazioni grafiche.figura 8 e 9 rappresentano la visualizzazione
delle tracce utilizzate per la predizione dei piRri01. In alto € mostrata la regione
cromosomica che contiene il miR-101 e che é sthliazata per lo studio di predizione.
Per il miR-101-1 la regione € di circa 10 000 pdihasi, ed inquadra per la maggior parte
la regione a monte della sequenza del miR-101 matumiR & visualizzato nella prima
traccia della figura (in blu) a monte del sito deR-3671 e si trova sul flamento negativo
del cromosoma, percio verso sinistra € possibdercare il 3’ terminale del trascritto
primario e verso destra il 5’ terminale. In verdetiacciaTransMapallinea le sequenze
caratterizzate come geni noti (MRNA e sequenze chepi e quelle non ancora
caratterizzate ma comunque presenti nel trascréitalette EST (expression sequence
tags). Tale traccia mostra che esiste un allinetongme comprende il miR-101-1 ed una
regione a monte di esso di circa 8 000 bp. Pitagsb sono indicate in forma condensata
la presenza di EST umane e non. In particolaredrsii sequenziamenti del trascrittoma di
Mus Musculusidentificano le estremita di questa sequenza. Sebl’intera regione
genomica sia mediamente conservata (ultime duedrdn blu e nero), la regione che
dovrebbe corrispondere al sito di inizio della ¢rasone € molta conservata nelle due

specie animali. La traccioly(A)-Tail Sequencingndica un segnale di poliadenilazione a
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circa 500 bp a valle della sequenza del miR-101laltre tracce permettono di predire se
esistono regioni con caratteristiche di promotorsoao indicate a partire da quella in

posizione piu alta:

1. Poiché le nucleasi non agiscono su DNA assemhtatoicleosomi, i siti
ipersensibili alla DNAsi | si formano in seguitolabame di fattori di regolazione
non-istonici al DNA, quindi tali siti rappresentaregioni di promotori ed
enhancer; in figura il grado di sensibilita alle AN aumenta dal colore bianco al
nero e si accumulano a partire dalla regione a & kimnte della sequenza del miR-
101.

2. La traccia bioinformatica dett&Chromatin State Segmentatiapera una
classificazione delle sequenze in base alle reatiodificazioni istoniche e siti di
legame a fattori implicati nella trascrizione genicome la RNA Pol II; in rosso
sono i promotori fortemente attivi, in rosa i praorodeboli, in giallo deboli
enhancer, in verde regioni trascritte poco, ingliunsulator e in grigio regioni
eterocromatiniche quindi non trascritte. Tali cemastiche sono riportate per 2
linee cellulari, la linea endoteliale HUVEC e lada di epatocarcinoma HepG2.

3. La successiva traccia mostra le modificazioni isto@ piu significative della
presenza di un promotore genico in 2 linee cellutarali la trimetilazione
dell'istone H3 sulla lisina 4 (H3K4me3) e I'acetilane dell'istone H3 sulla lisina
27 (H3K27Ac); la trimetilazione sulla lisina 36 tistone H3 invece si ritiene sia
un marcatore di regioni codificanti H3K36ma3.

4. Esistono delle isole CpG a circa 7,7 kb a montadslquenza del miR-101 (in

verde scuro);

47



5. LatracciaSwitchGear Genomics Transcription Start Spesdice la presenza di un
sito di inizio della trascrizione a piu di 8 kb @nte della sequenza del miR-101.

6. La presenza di siti di legame ai fattori di tragicme ha una maggiore confidenza
se tali siti sono conservati in diverse specietrbaciaConserved Transcription
Factor Binding Sitenostra che esistono tali siti altamente consensiti

mammiferi in regioni a circa 7 kb a monte dellasatza del miR-101.

In figura 9 € mostrata la regione cromosomica utilizzata jaerlisi di predizione del pri-
miR-101-2. La regione mappa sul filamento positiled cromosoma 9, precisamente nel
segmento p24. La regione é di circa 70 000 palsii, ed inquadra la sequenza dell’intero
gene RCL-1, nel cui ottavo introne e la sequenzanile-101 maturo (in rosso). Poiché il
miR si trova sul filamento positivo del cromosonaasinistra € possibile ricercare il 5’
terminale del trascritto primario. Nella prima et sono indicati i 2 trascritti che
codificano per il gene RCL-1, ed entrambi compremdoell’'ultimo introne il miR-101-2.
Numerose sono le EST sequenziate in tale regionengiea, mentre in figura 9 sono
riportate solo quelle di maggior rilievo ai fini dn’analisi predittiva genica. In verde la
traccia TransMap indica la possibilita di 3 possibili trascritti mosito di inizio della
trascrizione differente, mentre fra le EST umaneosmostrati 7 inizi di trascrizione,
escluso quello dell'isoforma lunga del gene RCIDILtutte queste EST, soltanto la quarta
e la quinta non hanno un 5 terminale in corrisporegh di un esone di RCL-1.
L'ipersensibilita alla DNAsi | sembra essere ungattaristica diffusa su tutta la regione,
ma 2 addensamenti (in nero) risultano vicino a ditinizio della trascrizione del trascritto
lungo del gene RCL-1 e nella regione a monte del dii inizio del trascritto corto. La
traccia ‘Chromatin State Segmentationon riporta altre regioni a possibile attivita di

promotore oltre quella della forma lunga di RCLelnemmeno particolari differenze nelle
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caratteristiche regolative delle sequenze anabzralle 2 linee cellulari, diversamente
dall'analisi del pri-miR-101-1. Le modificazionitaniche caratteristiche di un promotore e
la presenza di siti di legame a fattori di trasone conservati nei mammiferi confermano
che in una regione a circa 15 kb a monte del gtamR-101 puo esistere un promotore
alternativo. In particolare l'acetilazione dellgitia 27 dell'istone H3, caratteristica di un
promotore attivo trascrizionalmente, € presente gella linea cellulare leucemica K562 e
non nella linea embrionale staminale H1-hESC, indati di letteratura indicano una

repressione dell’espressione del miR-101. Infineha la traccisbwitchGear Genomics

regione genomica mostrata.

49



"(J8smolg swouas JSOMTOT-H!W-1d [9p suoizipaid Ip olpns 'g vinbi

S3ILU0SILSA SF IO SIUSWUS! W ZLILNKW

SU0D | Bwwel

dOLAUd AG UOLIEAJSSUOD aSIMaseg |ewwel |e3usdeld B

T | m o ] 1 PaAUSSUOD $G4L
SB3LS SULPULG J03DEd UOL AL UDISURUL PAAUSSUOD NWH

2¥T2C98 W TAHD
S331S IJEIS UOLIALUISURUL SILWOUSD JEIIUIILNS
| L] M
(U339 JUYSLT 3Je Saseg 99S > SPURLSI) SPULLSI 9dd

— SWASHEH 295N
[ O W ol | JELBACH 295K
N A TR SUYCH 298

m SWICHEH ISIU-TH
[ B 1 = s | 2EL2WEH 2S3U-TH
. I D SUPHEH DSIU-TH

23N313SUI PEOJG/IO0INI WOJS b3S-JIUD ARG SUOLIEDL JLPOW BUOISIH

I /2 004 3N 39U T T ux L~ T1t

I J03R | NSuUITe
IBYUI T EAM ™ uxy
PEOJG/I00INI WOUS WWH ARG UOLILJUSWSSS 83T UL JLWOUYD IIANH

I 230w0u4d™
] 1520044 XS ™E

B 2300044 "aAL 307 1@URYUS

JOJUIOISISHTST B o3 nsuITe
g I oaeLnsuITe
PEOJG/I00INI WOUS WWH ARG UOLILJUSWESS 23RS UL JLWOIYD 29daH
I — | —  — N S483snL0 aseNa
3000NT WOJ3 S3CR3 118 SBT Ul SJ83SNLD AILALILSUSSJSARH 13SeNO Le3tsia

L]

eJagobel hag-uhlod

(PUEUIS ASN) ADual WoJ3d (T 23edt|dad) utedg JbuW 30 Butduanbas |tel-(W)flod -]

BFSICLAG SNW
6256109 SNaJey
SHELTCIT SN
£L5€2049 SNW
BLEESSIY SNW
BFZICLAG SNW
6256109 SNaJey
SHELTCIT SN
£L5€2049 SNW
| =3 snaneews >»»»»»3 » 3 >»»3 »3 »»»»»3 >3 >> > ®»®»I » >»»» » >»»»ww»3 >»»w»»: » 3 >»»3 >»»»»»3 »3 »»»»»: T TrTIITTY BLEESSIY SNKW
AULQUSD WOUS S1SI ULWNH-UON 05

.- = T =153 ueunH
PEDLLASUN BULPNLIUT SLS3 UeWNH

S183 padtlds
PadtLdsS usag aABH JRYL S1S3 uewNH
B it CHSO0000 TSNOIL
S3ALDSUEAY JONL PUE WNNDUL L
11LLSHOBNO 38N
1142694670 ey
1 626200 SSNOW 1'59299280 ey
1'29CT20M 3SNOK
SEULddel UNYW jueguad depsuedl

- T-10 TNIN
Rl ¥2-12%} {7]
(SI1WOUSD BALIEJRCWOD ¥ SUNYI ‘WESN ‘SO0 ‘I0J4diun ‘hasIeN) Saus9 2SN
|008 ‘cc5 89 |o00 ‘2e5 59 |e0a ‘15559 1608 ‘0S5 ‘59 |000 ‘625 ‘59 |o0a ‘22559 |000 ‘22559 |600 ‘925 ‘59 |06 ‘s25 59 | AU
615U | {ay s aleds

Ecybrl HN +0r ENEEED] B B B EEEEEE . co

50



‘(J8smolg swousn JSO@TOT-H!W-Ud |9p duoizipaid Ip olpnls '6 vInbi

iy gy RS IR T TR T QTSI TRES T s SRR gl (SIS NER S8 NSl = ST T DTSR
NN NN ENRENNTNN O NNUEN INNEN (N NN IR | NN DO I I D N 00 D N0 B (O
$3IBJ0SIUSA b O SIUSWUSH Y Z!IINW

'l
oy Y -, A o » _— - A . ™~ - o4 LE‘- Al L s Miae » gl e =
1 i T | Ty T L BN i Nl T suog yeween
d0LAUd RO UOLIRAUISUOD ASIMAsSeg |Buwel |e3uade|d “
| | I | | | | | UL | || pandasuod $a4L
S831S BULPULG J03DBH U0 AL UDSURUL PAAUSSUOD WWH
| SSL R30I NS
S83LS LIS UOLIALISURIL SIIWOUSD JRBOUDILMS
Il soueisy odd
(U3a49 JYbLT aue Saseg 9ac > SpPue(SI) sSpuels] 9d)
: _ : SWISHEH 2984
B0 e namm e I I FOER (0 IWIBR B oec2icH 2994
mi [ . I I NTEEI W cuvicH 299
| Il SWISHEH IS3U-TH
BE  oei2keH 983u-1H
WEE  SUicH 2S3u-TH
23N3L3SUL PROUG/300IN3 W03 has-dIud At SUOLIEILILPON BU0ISIH
e— - — —— . -
P0G/ 3000N3 WO WWH Ad UOLJeJuawdas a3L3$ UlILwoayd J3ANH
—— ' . e —_
P0G/ 3000N3 WO WWH RO UOLJeJUaWEas 33L3S Ul ILwoayd 29daH
I | | | 1 Hnl iPn 10 | [ ] I m | I | | BEE  sseasnid aseNg
3000N3 WOJ3 S3UAY (18D S2T Ul SJ23snLO AILALILSUSSJSRN TaSEND (831540
| o £HO2SSW
= { o5hLLL
L 4
I | B1ES06%D
5 { , 20666399
= - { 18928999
L 6£0991N9
K { 65266939
k¢ { 65266939
PadLLdS U3IG SABH JBUL SLSI UBWNH
- k + | 1'S1#16009 I8y
& } Hil I 4 4 1'9PISECAY 28y
» 1'902¥2IN ISNON
¢ { 1115056009 US! Jed
SBUL KW LYY AURGUSD depsuRuL
[J2-161-ut u-esy
J SSEGYIW PUE SSEQUNNOUS WOJS SHUNNOUO LW PUE ‘SUNNEIS SUNNOUS X089 WIW/H pue Q/2
— 4 L 4 4
= ¢ T T 1 170y
= 1 } 1 f4 i U 0y

L Al Ll
(SI1W0U3Y 3A1IEJBCNIOD 7 SUNN ‘WRJN ‘SO00 ‘I0UdIUN ‘BagIY) SaU20 ISON
[060°092‘F  |006°SSS‘F  [000‘0SS‘Y  [060'SKR‘F  [000°0K2‘F  [006SSR‘F  [000DSS‘F  |000'S22‘F  [006°028‘F  [000°SIS‘F  [008OTS‘Y  [060°SO8°F  [0007002‘F (008 ‘SEL'Y 16w
618y | |t 02 ales

c'vel | | B cchERT MEEE B B B B SRET Bci) Al T REEH DBREER T O EEENryed s | (rved) suw



| DENTIFICAZIONE DEL TRASCRITTO PRIMARIO DEL MI  R-101-1

Allo scopo di utilizzare il miglior sistema celluaper l'identificazione del pri-miR-101-1
si e voluto identificare la linea cellulare che pgprimesse il trascritto stesso mediante una
tecnica di retrotrascrizione (RT) seguita da un lgroazione per PCR. 3Qug di RNA
totale DNA-free di 5 linee cellulari (SKNBE, HUVEGW620, HCA7 e NCM460) sono
stati utilizzati per ogni reazione di retrotrasmire (RT). | primer antisenso utilizzati sono
stati 2, entrambi complementari a parte della sermedel pre-miR-101-1 (REV1 e
REV1a). Il cDNA prodotto e stato purificato eufy € stato utilizzato per una reazione di
PCR. Come oligonucleotidi d’ innesco della reazidnamplificazione sono stati utilizzati
gli stessi antisenso della reazione di RT e un @risenso (FW1), in modo tale da ottenere
un amplicone di 856 bp con il REV1 e 827 bp cdrRHV1a.

Come mostrato in figura 10, 'amplicone e piu aldeomte per il campione ottenuto dalla
linea NCM460, per cui questa linea cellulare éastdilizzata per gli sudi d’identificazione

del pri-miR-101-1.

Marker SKNBE HUVEC SW620 HCAT NCM460

Figura 10. Analisi per RT e PCR dell'espressione trascriZziema un frammento del pri-miR-101-
1. Nel gel all' 1% di agarosio mostrato sopra,adwotti di PCR sono stati caricati e fatti correre a
70V costanti. Per ogni linea cellulare il campidneppresenta I'amplicone di 856bp e il campione
2 quello di 827 bp, mentre il campione B rappresdéntontrollo negativo, ottenuto dalla mancata
aggiunta del’enzima RT alla reazione.

LA LUNGHEZZA DEL PRI-MIR-101-1

La stessa tecnica di RT-PCR é stata utilizzatadestificare I'estensione del pri-miR-101-

1 nella sua regione a monte della sequenza dell®iR-Oligonucleotidi senso e antisenso
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sono stati disegnati sulla sequenza a monte detI0iR1 fino alla prima isola CpG in
modo da ottenere degli ampliconi overlappanti, @bé si sovrappongono alle rispettive

estremitaFigura 11).

@
Scale S Ko} ]
chrt | essasens| eSS26000| 65S27006| 65528000 65529008 65530000 65531000 65S32000| 6SS33006| 6SS34000|
MIRi61-1 ® CpG Islands
1,97 Kb 1,95Kb 1,96 Kb I .
1,92 Kb 1,35 Kb 770 bp
1,8 Kb
(b) (c)
Pl1: REV1a/FW1
P2: REV2/FW2
bp M P1 P2 P3 M pa ps ps

P3: REV3/FW3

P4: REV4/FW4

P5: REVS5/FWS5

P6: REV6/FW6

P7: REV7/FW7

P8: REV7/FWS8

Figura 11. Amplificazione per RT-PCR touchdown del pri-miR1t0. Le sequenze amplificate
con gli oligonucleotidi in (c) si sovrappongonoestremita come evidenziato in (a). Le coppie di
primer P7 e P8 non hanno prodotto nessun amplidbmearker di pesi molecolari utilizzato é
Lambda DNA/EcoR | + Hindlll (Fermentas).

Per scongiurare la presenza di un prodotto di dicgetione dovuto alla presenza di residui
di DNA genomico per ogni reazione di RT-PCR e stdfettuato un controllo negativo di
reazione (non mostrato in figura). Il controllotate sottoposto alla stessa reazione di RT-
PCR ma nella reazione di retrotrascrizione nonaéosaggiunto I'enzima RT e non ha

prodotto nessun tipo di amplicone.
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Tale approccio ha confermato le analisi di predieicirca la presenza di trascritti in tale
regione intergenica del genoma. Poiché gli ampiicmno overlappanti si pud anche
ipotizzare I'esistenza di un trascritto unico chenprende il miR-101-1 e si estende a circa
8 kb a monte dello stesso.

Per confermare la presenza di tale trascritto @smaTne piu precisamente la lunghezza e
stato eseguito un saggio di Northern Blot. Talait consiste nel separare su un gel di
agarosio denaturante le molecole di RNA cellularebase alla propria lunghezza e di
trasferirle su una membrana di nylon. A questo @uhttilizzo di una sonda marcata
radioattivamente con®’P (REV1) complementare al pre-miR-101-1 ci peteneti
identificare la lunghezza del trascritto primariel dniR-101-1. Circa 5Qug di RNA
denaturato di NCM460 sono stati caricati nel gedghrosio insieme ad un marcatore di
pesi molecolari ad RNA e al’RNA batterico estratim E.coli, come controllo negativo del

saggio.

Figura 12. Identificazione del pri-miR-101-1 mediante saggidNdrthern Blot. Il marker di pesi
molecolari (M) utilizzato € RNA Ladder (InvitrogenNel gel di agarosio sono caricati due
campioni di RNA totale cellulare di NCM460.
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L'ESTREMITA 3’ DEL PRI-MIR-101-1

Lo studio bioinformatico di predizione mostra lagenza di un sito di poliadenilazione a
circa 500 bp a valle della sequenza del miR-1@Eidura 8). Un’analisi incrociata dei
saggi di RT-PCR e Northern Blot indicano che la giagparte del trascritto primario si
identifica nella regione a monte del miR-101-1. Raentificare con esattezza il 3’
terminale del pri-miR-101 e stata utilizzata unatipalare reazione di RT-PCR detta
3'RACE. La reazione di RT infatti sfrutta la pregandi una coda di poli(A) per il
riconoscimento dell’innesco della reazione (oligoataptor primer). 10 ug di RNA
cellulare sono utilizzati per ogni reazione edDINA ottenuto € stato purificato prima di
essere utilizzato nella successiva reazione di iiogaione. La prima reazione di PCR
utilizza un adaptor primer (che rappresenta la otrancata del primer utilizzato nell’RT)
ed un primer specifico che mappa sulla sequenzardemniR-101-1. Ldigura 13 mostra
come non sia stato ottenuto nessun prodotto spectfa questa reazione. Quindi per
aumentare la specificita della PCR, gli amplicotteuti nella prima reazione sono
utilizzati come stampo per una seconda PCR inlquimer senso mappa in una regione
compresa nell’amplicone atteso e nella sequenzardeiniR-101-1. Il prodotto specifico
di amplificazione e di circa 200 bp.

bp M 2°PCR 1°PCR

311_ g
249 — P
200 -
151,140 —

Figura 13. Saggio di 3'RACE per l'identificazione dell'estrém3’ del pri-miR-101-1.

L'ESTREMITA 5’ DEL PRI-MIR-101-1
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Le informazioni sulla lunghezza e sull’'estremitas8ho state il punto di partenza per uno
studio sul sito di inizio della trascrizione del-miR-101-1. | saggi di primer extension
permettono di identificare con precisione il sitorazio della trascrizione. Una reazione di
RT, che prevede I'utilizzo di un oligo antisensarmato cory®?P all’estremita 5', produce
un cDNA la cui lunghezza e pari alla distanzaltsito di inizio della trascrizione e il sito
di complementarieta dell'oligo sul trascritto. Hwoéc I'efficienza della reazione di
retrotrascrizione é tanto piu alta quanto piu eccdrcDNA, gli oligo utilizzati devono
mappare in regioni prossimali al 5'- terminale ttakcritto. Il primo primer utilizzato € lo
stesso che non dava prodotto di amplificazionéRNK in figura 11 (REV7). La banda
pil intensa visualizzata corrisponde al cDNA pitb@idante e quindi probabilmente
specifico. Infigura 14 sono mostrati i prodotti di primer extension peol@onucleotidi,
che sono stati disegnati per ottenere dei prodbttietrotrascrizione che si separassero
meglio nel gel utilizzato. Il secondo oligo mappd genoma a 35 paia di basi a monte
dell'oligo REV7, mentre il terzo a 340 paia di bake bande ottenute confermano
I'identificazione di unico sito di inizio di trasefone che si trova a 455 bp di distanza dal

REVY.

56
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Figura 14. Analisi di primer extension.

L PROMOTORE GENICO DEL MIR-101-1

| risultati ottenuti fanno ipotizzare che il pri-RH101-1 sia trascritto da una RNA Polll per
cui le sequenze regolatrici che agiscono da proreaicsito di riconoscimento da parte di
TF sono situate a monte rispetto al punto di indedla trascrizione. Per l'identificazione
delle sequenze promotrici del miR-101-1 sono swélizzati saggi di luciferasi. Gli
ampliconi ottenuti da DNA di cellule NCM460 e daglligonucleotidi intabella 7
mappano come irfigura 11(a). Sono stati clonati in un plasmide senza sequenze
promotrici a monte di un gene reporter della luaée La trasfezione del plasmide in
cellule NCM460 permettera I'espressione della kraisi con emissione di luminescenza se

'amplicone clonato funge da promotore attivo. figura 15 sono mostrati i valori di
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luminescenza misurati in funzione del tipo di pladenclonato. Il plasmide P7 contiene la
sequenza promotrice ed il sito di inizio della ¢ragone e produce piu trascritto per la
luciferasi. E da notare che la sequenza dell’aropkcP8 comprende completamente quella
corrispondente alllamplicone P7, ma poiché causarimore attivita luciferasi rispetto a

guest'ultimo, si ritiene che possa contenere deflguenze di regolazione trascrizionale

negativa.
n=6; P<0,003
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Figura 15. Identificazione della sequenza promotrice del+hiR-1 mediante saggi di luciferasi

| DENTIFICAZIONE DEL TRASCRITTO PRIMARIO DEL MI  R-101-2

Il secondo locus genico del miR-101 é sul filameptsitivo del cromosoma 9p24
all'interno dell’'ottavo introne del gene RCL-1, peui il pri-miR-101-2 potrebbe
coincidere con il trascritto del gene RCL-1 oppwen un trascritto a regolazione
indipendente dall’espressione del gene ospite. Siab utilizzati 2 approcci per la

caratterizzazione del pri-miR-101-2, un saggio ditlmern blot e un’analisi quantitativa
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relativa di espressione. Il saggio di northern elid¢ttuato include l'utilizzo di una sonda
complementare al pre-miR-101-2, che € in gradacdnoscere anche il trascritto primario
di RCL1. Nella linea cellulare NCM460 é stato idfcdito un unico trascritto di lunghezza
maggiore di 10 kbfigura 16(a)), che esclude la presenza di trascritti piu coadine
indicato dalle EST nella traccia bioinformaticaHigura 9. Poiché tale tipo di approccio
prevede il trasferimento delle molecole di RNA dal alla membrana, che € ostacolato da
molecole ad elevato peso molecolare, non € possbitiudere la presenza di trascritti piu
lunghi di quello rilevato.

Se il pri-miR-101-2 €& trascritto in modo indipenterdai 2 geni di RCL1, allora
I'espressione delle regioni prossimali alle rispettestremita 5’ dei 2 geni di RCL1 sara
diversa tra loro e rispetto a quella del trascuiito vicino al miR-101-2. Sono stati quindi
disegnati degli oligonucleotidi in regioni introhie prossime al 5’ del trascritto lungo di
RCL1, di quello corto e di una regione vicina aosdi mappaggio del miR-101-2,
rispettivamente indicate in figura come T1, T2 e [8tilizzo di trattamenti cellulari, che
provocano una variazione dell’'espressione del ntiR-fnaturo, sono stati effettuati su
cellule NCM460. L'RNA cellulare & stato utilizzaper analisi di espressione Real Time-
PCR mostrati irfigura 16(b). | trattamenti cellulari non apportano un aumeaheo livelli

di espressione di nessuno dei trascritti ipotizzhtoltre la repressione trascrizionale
indotta dal lipopolisaccaride (LPS) ed indometa@neorrelata tra i diversi ampliconi T1,

T2 e T3, per cui non si evidenziano possibilitaedjolazione differenziale dei trascritti.
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Figura 16. Northern Blot e RealTime PCR per lo studio desdréti nella regione genica di RCL1
e miR-101-2.

L’ ESPRESSIONE DEL MIR-101E REGOLATA IN MODO DIRETTO

DALLA B-CATENINA

La B-catenina & un fattore di trascrizione (TF) impiicaella via del segnale WNT, la cui
attivazione e frequente nell'insorgenza del CRCti A laboratorio riportano una
correlazione inversa tra attivazione deflacatenina ed espressione del miR-101. Per
caratterizzare tale tipo di regolazione, saggi dmunoprecipitazione della cromatina
(ChIP) sono utilizzati per verificare un’interazetra la regione promotrice del miR-101-1
identificata e il TF. La linea cellulare sceltaetia di coloncarcinoma HCA7, che mostra
una forte attivazione dellf-catenina. Sono state disegnate delle coppie digos per
amplificare le regioni genomiche regolatrici a meodel sito di inizio della trascrizione del
miR-101-1, le regioni promotrici di due geni chetiddi letteratura indicano come
fortemente attivati dallf-catenina, gli oncogeni c-Myc e Axin2, e infine wegione non

avente attivita regolatorie (CN). figura 17 sono mostrati i dati ottenuti da tale saggio. Le
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regioni genomiche del promotore del miR-101-1 soaoicchite nel campione
immunoprecipitato con l'anticorpo (Ab) contro [&catenina (MIR-1, MIR-3, MIR4)
rispetto al controllo CN. Il controllo negativo Belreazione di immunoprecipitazione é
dato dall'utilizzo di un anticorpo IgG che non égrado di riconoscere nessun elemento

regolatorio umano.
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Figura 17. Analisi di arricchimento del campione immunoppéito con Ab{3-catenina e
anticorpo IgG.

L’ ESPRESSIONE DEL MIR-101E REGOLATA DURANTE

L' INFIAMMAZIONE

Si ritiene che I'inflammazione sia un evento chiae#la carcinogenesi colon-rettale. Dati
di letteratura indicano che il ruolo del miR-101ghesventi inflammatori € controverso.
Inoltre i FANS, come l'aspirina, sono utilizzatilleeterapie di prevenzione di CRC in
pazienti ad elevato rischio. In questo contestaickrca, I'attivita anti-infiammatoria
dellindometacina, naprossene e aspirina e I'a#tipro-inflammatoria dellLPS sono state
valutate sulla regolazione dell’espressione del -AR su cellule di coloncarcinoma
HCAY. Le cellule trattate sono state raccolte alladere delle 6 e 12 ore per un’estrazione

di RNA cellulare. | dati di RealTime PCR elaborffigura 18) mostrano come tutti i
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FANS testati sono in grado di regolare positivaradigspressione del miR-101, seppure
in gradi diversi. Invece I'LPS che agisce stimolantha risposta inflammatoria cellulare

provoca un dimezzamento dell'espressione del miR-10

HCA-7
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c 10 Wsh 1.2
9 WMé6h
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- G N 12h
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S 4 L .
= ¥ T2 .
2 I_ 2 02
o I 0 |
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Figura 18. L'espressione del miR-101 & modulata da eveptipfiammatori ed anti-inflammatori
nelle cellule di coloncarcinoma HCA7.
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DISCUSSIONE

Secondo crescenti dati di letteratura il miR-10Lre potente oncosoppressore la cui
espressione é fortemente deregolata soprattutttumeiri solidi del colon-retto, gastrico,
tiroideo, polmonare, epatico, pancreatico, al spoostatico. Nel 2009 il nostro gruppo di
ricerca individua una correlazione inversa nelleed cellulari di coloncarcinoma e di
tessuto CRC tra I'espressione del miR-101 e del@X@ (Strillacci A et al., 2009;
Strillacci et al., 2012). Tale enzima rappresemairaportante target per la terapia del
coloncarcinoma, poiché una sua overespressioneilmaste allo sviluppo del fenotipo
maligno della cellula tumorale, aumentandone |aata e I'invasivita (Dan A. Dixon et
al., 2013). Inoltre la COX-2 agisce producendo f@mgiandine, soprattutto PGE2 nelle
cellule di colon, ed il miR-101 e in grado di ddslizzare 'mRNA di EP4, il recettore
della PGE2 (Chandramouli A et al., 2012). In qudatmro si e voluta testare lipotesi di
un meccanismo a feedback in cui il miR-101, chelegevento infiammatorio mediante
I'inibizione di COX-2 e EP4, possa a sua volta essegolato in funzione della presenza
di uno stimolo infiammatorio. Le cellule di colomcenoma HCA7 sono state trattate con
stimoli pro-inflammatori (LPS) e anti-inflammatdi@aspirina, naprossene, indometacina).
La variazione dell’espressione del miR-101 in rgpoa tali trattamenti ha confermato la
nostra ipotesi, il miR-101 e represso dal trattaimeon LPS e stimolato dal trattamento
con farmaci antinflammatoriF{gura 18). Questi dati evidenziano come il mantenimento
di uno stato inflammatorio nel CRC attiva meccamisinsopravvivenza cellulare che
includono la regolazione dell’'espressione del miR-1 FANS, come I'aspirina, sono gia
utilizzati nelle terapie di prevenzione di CRC eefenti ad elevato rischio. Altri gruppi di
ricerca indicano che una reintegrazione dellesgioee del miR-101 in un contesto

tumorale é sufficiente a bloccare le cellule nédlse G1/S del ciclo cellulare, a inibire la
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proliferazione, ed indurre apoptosi (He XP et20]2; carvalho J et al., 201Rushpavalli

S et al., 2011); altri invece dimostrano che I'esgione del miR-101 rafforza I'effetto di
chemioterapici, come il 4-idrossi-tamoxifene (FrankB et al, 2011), e di radioterapie
(Chen S et al., 2011). La comprensione dei mecoamsregolazione dell’espressione del
miR-101 potrebbe offrire nuove frontiere allo studiei meccanismi alla base della
cancerogenesi e al trattamento terapeutico e piiggedei tumori. In questo articolo si
muove il primo passo verso la caratterizzazionegeeii del miR-101. Il miR maturo ha
infatti 2 loci genici, uno in posizione intergenieaun secondo in un introne di un gene
poco noto RCL1. Dati di letteratura mostrano chigascritto primario di un miRNA puo
essere lungo da poche centinaia di basi a decimhildibasi (David L. Corcoran et al.,
2009; Fatih Ozsolak et al., 2008) per cui la scekd’approccio sperimentale é stata
effettuata solo dopo un’analisi di predizione biommatica Figure 8 e 9). | primi dati di
RT-PCR sul pri-miR-101-1 sono ottenuti utilizzanecohe di microgrammi di RNA
cellulare, passaggi intermedi di purificazione pieldotto di retrotrascrizione, e tecniche di
touchdown PCRHKigura 10 e 11). Tali accorgimenti sono stati necessari per conéee la
presenza di regioni trascritte nella regione gewanmtergenica. L'utilizzo di una tecnica
sensibile come il saggio Northern BloFigura 12) ha permesso di identificare la
lunghezza totale del miR-101-1, mentre le tecni®@iRACE (Figura 13) e Primer
Extension Figura 14) hanno permesso di mappare tale trascritto subrganumano:
filamento negativo del cromosoma 1 dalla posizi6s£23,900 e 65,532,204. Il miR-101-
2 invece si trova in una sequenza compresa nalotintrone del gene RCL-1. Di questo
gene si conoscono 2 trascritti, di cui della forpia breve non e stata identificata la
proteina codificataKigura 9). In tale quadro genomico la caratterizzazion@rdinuovo
gene deve tener conto dei trascritti gia noti nédleo forma processata o primaria.

L’analisi di Northern Blot ha permesso di escludépotesi di una presenza di trascritti
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contenenti la sequenza del miR-101 piu corti diacit5 kb nel modello cellulare NCM460
(Figura 16(a)), mentre I'analisi RealTime-PCR non permette didre la presenza di
trascritti con diversa variazione dell’espressionseguito a trattamento con indometacina
e LPS Figura 16(b)). Da tale analisi resta il quesito di una possikiégolazione
dell'espressione del miR-101-2 dipendente dal ptomeo del gene RCL-1. Nel
coloncarcinoma la via del segnale WNT e spesswvatdtida mutazioni del gene APC e
promuove l'attivazione del fattore trascrizionglecatenina che, migrando nel nucleo,
attiva la trascrizione di numerosi oncogeni comdyc e Axin2. Tale evento si ritiene sia
uno dei primi eventi nello sviluppo di un tumordarerettale (Ajay e Boland, 2012). Nel
nostro laboratorio € stata osservata una regoladioversa tra I'espressione del miR-101 e
I'attivazione dellap-catenina (Strillacci A et al, 2012). In questo day, in seguito
allidentificazione delle sequenze promorici delR¥i01-1, & stato possibile identificare
un meccanismo diretto di regolazione deflacatenina sul promotore del miR-101-1

(Figura 17).
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CONCLUSIONI

Questo lavoro si pone all'inizio degli studi di cdgzione dell’espressione del miR-101,
poiché ne individua per la prima volta le carastiicthe geniche, almeno per il miR-101-1.
Nellambito del cancro colon-rettale si confermacdinvolgimento del miR-101 in due
eventi chiave nella tumorigenesi colon-rettaleivatione del segnale WNTP-catenina e

microambiente inflammatorio. Nel primo evento, aublase del lavoro Strillacci et al.
(2012), si € individuata una regolazione diretthadg-catenina sul gene miR-101-1. Nel
contesto inflammatorio e stato anche proposto udetm di regolazione dell’espressione
del miR-101 in cui agenti pro-inflammtori (LPS) som grado di reprimere I'espressione

del miR, viceversa gli agenti anti-inflammatori (N8).
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