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1. Introduzione

1.1 Il Rabdomiosarcoma (RMS)

1.1.1 Epidemiologia ed aspetti clinici
| sarcomi dei tessuti molli sono neoplasie cheténpediatrica costituiscono per frequenza (8%)
il quinto gruppo dei tumori dopo leucemie, tumoel csistema nervoso centrale (SNC),

neuroblastomi e linfomi [1].

Il rabdomiosarcoma (RMS) ¢ il piu frequente sarcaleiatessuti molli, rappresenta il 4-5% dei
tumori pediatrici, ed ¢ il terzo tumore solido @xranico del bambino, dopo il neuroblastoma e
il tumore di Wilms. L'incidenza annuale é di 5,3milione di bambini tra 0 e 14 anni [2].
Nel 65% dei casi il RMS e diagnosticato in bamloom meno di 6 anni di eta, con prevalenza

frai 2 eib5anni. C’e una lieve predisposiziom#lamalattia nei maschi (58%) (figura 1).

Clinical features of rhabdomyosarcoma
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Figura 1. Aspetti clinici del rabdomiosarcoma (dati beergroup Rhabdomyosarcoma Studies |, Il €[3l] 4]).

Eta alla diagnosi: I'eta media alla diagnosi € dirthi e pit dei 2/3 dei casi sono diagnosticatnprdei 10 anni.
Sito del tumore primario: approssimativamente #38ei tumori insorge in testa e collo; le altreig@d frequenti
sono il tratto urogenitale e le estremitad. Sess@: wna leggera predisposizione della malattianmeschi (58%).

Istologia: piu del 50% dei tumori sono di tipo eibale.



I RMS ha origine dalle cellule mesenchimali priivet, ha insorgenza ubiquitaria, inclusi siti in
cui non vi sono normalmente muscoli, e tende adtrenfe le strutture adiacenti la sede di
insorgenza disseminando per via linfatica e/o ezaatie sedi piu comuni del tumore primario
sono il tratto urogenitale (24%), la regione paraimgea (16%), gli arti (19%), le orbite (9%) e

altre aree di testa e collo (10%) (figura 1) [5].

L’eziologia del RMS €& sconosciuta e la maggior @atéi casi si presenta sporadicamente,
sebbene alcune sindromi famigliari, come la Nebrofinatosi di tipo 1, la sidrome di Li-
Fraumeni, la sindrome di Costello e la sindromekB&ih-Wiedemann, sembrano associate ad

un rischio maggiore di sviluppare il tumore [6].

1.1.2 Aspetti istologici

Il RMS appartiene alla categoria dei tumori a pieazllule blu rotonde (che comprende anche
il neuroblastoma, il PNET Rrimitive Neuroectodermal Tumqrse il linfoma) con
differenziazione in senso muscolare. Secofitidernational Classification for Childhood
SarcomaqICCS), i RMS possono essere divisi nei diverstaipi: RMS botrioide, RMS a
cellule fusate (Leiomiomatoso), RMS embrionale (ERMRMS alveolare (ARMS) e RMS

indifferenziato (tabella 1) [7].

International Classification of Rhabdomyosarcoma

Superior prognosis
Botryoid rhabdomyosarcoma
Spindle cell rhabdomyosarcoma
Intermediate prognosis
Embryonal rhabdomyosarcoma
Poor prognosis
Alveolar rhabdomyosarcoma
Undifferentiated sarcoma

Tabella 1. Classificazione dei rabdomiosarcomi secondiotdrnational Classification for Childhood Sarcomas
(ICSS) [7].



Approssimativamente il 60% dei RMS sono embriofffidjura 2A) ed hanno una prognosi
favorevole, mentre circa il 30% sono alveolari (fig 2B) e sono piu aggressivi [8]. Questi due
sottotipi istologici di RMS hanno alterazioni geinbe distinte che possono giocare un ruolo

nella patogenesi del tumore [9].

Figura 2. Caratteristiche istologiche del rabdomiosarcomabreanale (A) ed alveolare (B), osservato al
microscopio ottico (200 X) dopo colorazione con @msilina-eosina. (A) L'ERMS é contraddistinto dalgle a
forma di fuso con un aspetto ricco di stroma. (BARMS ¢ caratterizzato da cellule piccole, rotonele

densamente impacchettate intorno a spazi che agismmoi agli alveoli polmonari [7].

1.1.3 Patogenesi molecolare del RMS

L’'analisi citogenetica dei tumori ARMS ha identdio due distinte traslocazioni
cromosomiche caratteristiche, la t(2;13)(q35;qlsente nel 55% dei casi e la variante
t(1;13)(p36;q14) trovata nel 22% dei casi [10, Ili traslocazioni coinvolgono i geMAX3

e PAX7 localizzati, rispettivamente, sui cromosomi 2 eed il geneFKHR (o FOXOJ)

localizzato sul cromosoma 13 (figura 3) [12].
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Figura 3. Traslocazioni t(2;13)(g35;914) e t(1;13)(p36;qbAratteristiche del’ARMS (PBPaired Box HD:
Homeodomain FD: dominio fork head DBD: dominio di legame al DNA; TAD: dominio di tatazione

trascrizionale; TID:dominio di inibizione trascriziale).

PAX3 e PAXT appartengono alla famiglia dei fattori di trasiwme paired box caratterizzata
dal DNA binding domain paired boxidentificato per la prima volta in Drosophila [13]
Nell'uomo i membri di questa famiglia sono 9 e lmmm ruolo nel controllo trascrizionale
durante I'embriogenesi [13] e durante lo svilupparomuscolare precoce [14AX3e PAX7
codificano per proteine molto simili, contenenti WNA binding domainN-terminale,
costituito dalpaired box domaindall'octapeptide e da una completaneoboxed un dominio
C-terminale ricco in prolina, serina e treoninaor@janizzazione genica € molto simile. Sia
PAX3 che PAX7 presentano 9 esoni: gli esoni 2, 3 e 4 codificpapil paired box domain
mentre homeodomainé codificato dagli esoni 5 e 6 e il dominio dinsattivazione e
codificato dagli esoni 6, 7 e 8. | breakpoint nétkeslocazioni t(2;13) e t(1;13) sono all'interno
del settimo introne di entrambi i geni, mantenendatto il dominio N-terminale di legame al
DNA e separandolo da una parte essenziale del dowuhitransattivazione (figura 3) [15, 16].
FKHR (detto anchecOXOJ1) appartiene alla famiglia dei fattori di trascome fork head
(FOX), nei quali il dominiofork headcostituisce un'unita funzionale necessaria e @affte
per il legame al DNA. | genFOX hanno diversi ruoli tra cui il controllo dello &wpo

dell'embrione ed il controllo dell'espressione gartessuto specifica nell'adulto. Il gdfieHR



presenta 3 esoni: il dominfork headé codificato dagli esoni 1 e in parte 2, ed il dumdi
attivazione trascrizionale e codificato dall'esdhell breakpoint della traslocaziond®AX-
FKHR avviene all'interno del primo esone, causandoidautione del dominidork headdi
legame al DNA e la fusione tra il dominio C-termedi transattivazione di Fkhr ed il dominio
N-terminale di legame al DNA di Pax (figura 3). peoteine di fusione Pax-Fkhr attivano la
trascrizione nei siti di legame di Pax, ma con po#éefino a 10 volte maggiore rispetto al
corrispondentavild-type Cio € dovuto all’insensibilita del dominio diigtizione di Fkhr agli
effetti inibitori dei domini di inibizione all’N-teminale di Pax [17]. Le proteine di fusione sono
inibitori del differenziamento miogenico e dell'ggosi e, conseguentemente, hanno un
potente effetto oncogeno. Pax3-Fkhr ha un potasfdrmante maggiore di Pax7-Fkhr [18].
Cio correla con le caratteristiche cliniche del twe) infatti uno studio deChildren’s Cancer
Group [19] ha indicato che [l'espressione dAX3-FKHR é& correlata con un tipo
particolarmente aggressivo di ARMS, che piu fregqeeente presenta metastasi e
coinvolgimento midollare.

NellARMS le proteine di fusione Pax3-Fkhr e PaxihFrisultano sovraespresse rispetto alle
proteinewild-type[19]. Mentre la sovraespressione di Pax7-Fkhrnvdedia un secondo evento
genetico quale lI'amplificazione del gene di fusiq@e], la sovraespressione di Pax3-Fkhr
sembra derivare dalla sinergia tra gli elementolairi di Pax3 e Fkhr [19].

I RMS embrionale é caratterizzato dalla perditd'eterozigosi (LOH) nel locus 11p15 con
perdita dell'informazione genetica materna e dgiicne di quella paterna. Questa regione é
di particolare interesse perché e il sito di lazdzione del genB5F2 (Insulin-like Growth
Factor 2, che codifica per 'omonimo fattore di crescila.un tessuto normale, compreso il
muscolo fetale, I'espressione I8F2 avviene per mezzo dell’allele paterno. In alcursi ci
RMS, sia ARMS che ERMS, si verifica I'espressionemtrambi gli alleli, dovuta alla perdita
dell'imprinting (LOI). In questo tumore, sia la LOH con disomiagoaa sia la LOI con

espressione di entrambi gli alleli puo portare alaraespressione 6F2 [21]. In presenza di



anomalie del cromosoma 11pl15 e stata vista I'agsmeie del RMS con la sindrome di
Beckwith-Wiedemann [22]. La sovraespressione deled&F2 e presente in entrambi i
sottotipi di RMS e stimola la crescita delle cedlthmorali.

Uno studio di CGH (Gmparative Genomic Hybridisatiprha indicato che gli ERMS sono
caratterizzati anche da replicazioni di DNA neiroosomi 2, 7, 8, 11, 12, 13 e 17 [18].

Diversi studi hanno anche dimostrato nei RMS las@nea dell’amplificazione o della
sovraespressione di alcuni oncogeni, come ['attbreez del’oncogeneRAS e I'espressione
aberrante delloncogen®ET. Negli ultimi anni e stata posta particolare attene sui geni
della famigliaMYC. L'amplificazione diMYCN € riscontrata in tumori primari e in linee
cellulari di RMS, sia ARMS che ERMS, ed é assoc@tauna prognosi infausta negli ARMS

[23].

1.2 Il GeneMYCN

1.2.1 La famiglia dei geniMYC e la loro struttura

La famiglia di geniMYC codifica per un gruppo di fosfoproteine nucleahge svolgono un
ruolo nella proliferazione e nella regolazione d@tlo cellulare, nel differenziamento,
nell'apoptosi, nell’instabilita genomica e nellagformazione neoplastica [24]. | gaviiyC
possono essere attivati attraverso diversi mearand riarrangiamento genetico, quali
'amplificazione genica [25], la traslocazione crasomiale [26], I'inserzione provirale [27], la

trasduzione retrovirale [28].

Il geneMYC (o c-MyQ) € stato scoperto, per primo, attraverso la sual@gra con v-myc, il
gene trasformante del virus MC29 della mielocitaesiaria [29]. Altri due membri della
famiglia, MYCN e MYCL, sono stati scoperti piu tardi attraverso la lomologia con v-myc
nelle sequenze amplificate delle cellule di newstidma [30] e del tumore del polmone a

piccole cellule, rispettivamente [31]. Appartengoaajuesta famiglia almeno altri tre geni:



MYCS MYCBe MYCP. MYCSe MYCB appaiono altamente interessanti perché, al comidar
MYC, MYCNe MYCL, sembra che le proteine da essi codificate sogprinta trasformazione

neoplastica [32-34]. InveddYCPé uno pseudogene che deriva da una regiokkrdiL [35].

1.2.2MYCN: il gene, 'mRNA e la proteina
MYCN e stato originariamente clonato nel 1983, idesaiido una sequenza di DNA
amplificato con parziale omologia con il proto-ogeae MYC, in linee cellulari di
neuroblastoma [30, 36]. I geM&YCN e normalmente localizzato sul braccio corto desti!
cromosoma 2 e mediante l'ibridizzazioinesitu e stato mappato nella regione 2p23-24 [37]. Il
gene e composto da tre esoni (figura 4A): il prinom trascritto e gli altri due codificanti la
proteina. La trascrizione dYCN e piuttosto complessa, poiché inizia in numerdsicbe
sono sotto il controllo di due promotori. La moliepa dei siti d’inizio si combina con lo
splicing alternativo per generare due forme di mRNA. | raggsri hanno diverse sequenze
leader5’ (primi esoni alternativi del gene), ma corpindiei (secondo e terzo esone del gene).
Entrambe le forme di mRNA sono instabili, con unigia breve (15 minuti) e codificano per
le due proteine N-myc di 65 e 67 kD [38].
N-myc e una fosfoproteina localizzata nella matnceleare ed ha una breve emivita (30-50
minuti) [39]. Ha regioni di elevata omologia con dgidentita complessiva del 38%) [40] e,
come le altre proteine della famiglidY C, e costituita da:

un dominio N-terminale di transattivazione conterdvlyc Boxesl (Mbl) e Il (Mbll);

una regione intermedia non strutturata;

una regione C-terminale contenente un dominio bagiBR), coinvolto nel legame

sequenza-specifica con il DNA, e un motilelix-loop-helix/leucine zippefbHLH-LZ),

che media il legame al DNA e l'interazione conaltroteine bHLH-LZ, come Max e Mad

[41] (figura 4A).
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Figura 4. (A) Struttura del gen®YCN e della proteina N-myc [42]. (B) Struttura deleddimero Myc/Max
legato al DNA.

Per legarsi al DNA, N-myc deve prima dimerizzara dbax (Figura 4B) [43, 44]. In sequito al
legame con il DNA, la proteina regola I'espressigeaica [45] e interviene nel controllo della
proliferazione e del differenziamento cellulare ][4 dimero N-myc/Max si lega al DNA in
modo specifico alla sequenza CACGTG, denomifakex[47]. Un altro sito di legame tra N-
myc e il DNA é costituito dalla sequenza asimmat@ATGTG. Il dominio transattivatore di
N-myc, posto all’N-terminale, & coinvolto nell’edjbiio tra segnali apoptotici e proliferativi
[48] e costituisce anche il sito di legame di piregéeche regolano I'attivita di N-myc. L’attivita
dei dimeri N-myc/Max é regolata in parte da unalproteina, Mad, che forma eterodimeri con
Max e antagonizza lattivazione trascrizionale dydMax. Gli eterodimeri N-myc/Max
possono attivare numerosi geni a valle, che condmem MRP1 (multidrug resistance
protein-1), il regolatore della proliferazione cellula®TMA (prothymosin alphp TERT
(telomerase reverse transcriptdsel regolatore del ciclo cellularéD2 (inhibitor of DNA
binding 3, MCM7 (minichromosome maintenance complex compongntI¥ (leukaemia
inhibitory facton, PAX3 ODCL1 (ornithine decarboxylase) lIGF1R (insulin-like growth factor

1 receptoy e MDM2 [42]. Molto probabilmente N-myc, analogamente aclViy anche in grado

di reprimere l'attivita di altri geni specifici, tiavia i meccanismi molecolari alla base di questi



processi non sono ancora noti. | geni repressadalbteina non sembrano essere implicati in
un’interazione diretta della proteina con il DNMAfatti Myc viene portata a livello dei
promotori per mezzo di interazioni proteina-progegon fattori di trascrizione positivi, come
Miz-1, Spl Gpecificity Protein-}, TFIl-I (Transcription Factor Il-), NF-Y (Nuclear Factor

Y) e YY1 (Yingyang-}, o reclutando attivamente proteine corepresgi9e $0].

Durante lo sviluppo della cresta neurb& CN e inizialmente espresso nell'intera popolazione
cellulare. L’elevata espressione provoca una massiigrazione ventrale della popolazione
della cresta neurale e, successivamente, quesiéeamigrate nei gangli e nel midollo spinale
vanno incontro a differenziamento neuronale. L’espione e spenta nel periodo successivo
alla colonizzazione dei gangli e del midollo sp@mairanne che per le cellule sottoposte al
differenziamento neuronale. Caratteristicamentedkule della cresta neurale continuano a
dividersi anche in seguito al differenziamento. Nsulta che MYCN e coinvolto nella
regolazione del destino della cresta neurale in dspetti: migrazione ventrale e
differenziamento neuronale [51].

MYCN funziona come un classico oncogene dominante ptéssione forzata dMYCN puo
trasformare cellule normali, di solito in coopea®@ con I'oncogenRAS La sovraespressione
di MYCN puo liberare i fibroblasti embrionali dalla ser&sza [52], e I'aggiunta di un RNA
antisenso contréYCN alle linee cellulari di neuroblastoma che sovraespno MYCN puo
ridurre la proliferazione o indurre il differenziamo e/o l'apoptosi [53, 54]. Inoltre, la
sovraespressione MYCN umano nel neuroectoderma del topo transgenicoupsydn modo

dose-dipendente, tumori che assomigliano al neastdina [55].

1.2.3 Sovraespressione ed amplificazione BiYCN
L’espressione aberrante dlYCN comunemente (sebbene non esclusivamente) associat
all’'amplificazione genica, e stata dimostrata ini Wamori. In particolare, nel neuroblastoma la

sovraespressione diYCN rappresenta un marcatore di prognosi infaustaregepte nella



maggior parte dei casi e, nel 25-30% di questissb@ata ad amplificazione della sequenza
genica [56-58]. Altri tumori in cui I'amplificazian di MYCN e stata dimostrata sono: il
retinoblastoma [59], il medulloblastoma [60], iialastoma [61], I'astrocitoma e il tumore di
Wilms [62], il tumore del polmone a piccole cellJ&3] ed il linfoma anaplastico a grandi
cellule [64]. La sovraespressione MiYCN (senza amplificazione) € anche una importante
caratteristica dei carcinomi della mammella, nalgoorrela con uno specifico stadio clinico,

grado istologico e prognosi clinica [65].

1.2.4 Amplificazione diMYCN nel rabdomiosarcoma

Numerosi studi hanno dimostrato I'amplificazione MiYCN nel rabdomiosarcoma. Studi
iniziali condotti utilizzando le tecnich®outhern blotting66, 67] e FISH Fluorescence In Situ
Hybridization) [68], avevano suggerito che I'amplificazione MiYCN fosse specifica ed
esclusiva per gli ARMS e non presente negli ERM&S, [69]. Invece vari studi piu recenti
hanno dimostrato la presenza dell’amplificazion®CNin entrambi i sottotipi [23, 69, 70].
Uno studio, condotto prevalentemente su campiapthii di RMS, ha confermato la presenza
di espressione dell’oncogeYCN sia come trascritto sia come proteina, su tutampioni
considerati, mentre ha riscontrato la presenzantlificazione solo in uno dei campioni,
suggerendo lipotesi che anche la sola espressideoncogene possa contribuire
all’'acquisizione dell’'aspetto maligno, indipendenemte o meno dallo stato di amplificazione
[69]. Williamsonet al.[23] hanno esaminato I'espressione nell’amplifioaz diMYCNin 113
casi di RMS utilizzando la PCR quantitativa ed hamitevato un’amplificazione dMYCN
significativa (definita come un aumento di almenmttyo volte del numero di copie del gene
rispetto al normale) nel 25% degli ARMS e nel 168gIdERMS. Il numero di copie geniche
era significativamente maggiore negli ARMS rispetth ERMS, ma I'amplificazione non era
esclusiva degli ARMS. Sebbene un aumentato numiecome di MYCN fosse chiaramente

associato con una prognosi infausta negli ARMS stgueorrelazione non era presente negli



ERMS. Anche I'espressione MYCN (a livello di mRNA) era significativamente maggsor
negli ARMS rispetto agli ERMS, con associazione dlavati livelli di espressione e scarsa
sopravvivenza libera da malattia dei pazienti. @uinegli ARMS (in cui il numero di copie
geniche diMYCN e l'espressione sembrano correlate) sia 'amplficne sia I'aumentata
espressione sono associate a prognosi infausicdnmegli ERMS un numero elevate di copie
geniche non necessariamente porta ad un’aumergptassione genica e non c’é una chiara
correlazione con la prognosi clinica. Inoltre etstdimostrato che N-myan vitro regola
positivamente I'attivita del promotore #1AX3 legandosi ad un&-box non canonica [71],
suggerendo che N-myio vivo € in grado di regolare I'espressione dell'oncogBeX3 e

quindi anche del gene di fusioR&AX3-FKHR

1.2.5MYCN cometargetterapeutico

L’'importanza diMYCN nell’'oncogenesi del neuroblastoma e potenzialmetaltri tumori
compreso il rabdomiosarcoma, associata alla maacdingspressione nelle cellule adulte non
maligne, rendeMYCN un importantearget per lo sviluppo di nuove terapie farmacologiche.
Numerose strategie sono in studio [42], sebberie sihno correntemente in stadio precoce e

nessuna abbia raggiunto la fase clinica per ilana¢nto del RMS.

1.2.5.1 Immunoterapia

Un approccio immunoterapeutico consiste nel pradlinfociti T citotossici (CTL) indirizzati
contro epitopi presentati dalle cellule tumoralilesunolecole MHC di classe I. L’espressione
della proteina N-myc puo essere utilizzata comecatare specifico delle cellule tumorali e
bersaglio molecolare dell'immunoterapia. Ad esemBiarkar e Nuchtern [72] hanno utilizzato
un peptide di 9 aa derivato da N-myc per produtag)infociti di sangue periferico di donatori
sani e pazienti con neuroblastoma, linfociti T wisici che specificamente uccidono linee

cellulari di neuroblastoma cavY CNamplificato.



Alternativamente, c’e un crescente interesse vamsgaccino anti-tumorale, in cui nel paziente
viene stimolata una risposta immune citotossica uenote-specifica in seguito alla
somministrazione di un vaccino comprendente peptidmore-specifici (compresi
potenzialmente quelli derivati da N-myc). Sebbenestj approcci siano ancora lontani dal
raggiungimento degli studi clinici nel trattamerdel rabdomiosarcoma, c’€ una crescente

evidenza dell’efficacia dellimmunoterapia e decemi nel trattamento di vari tumori [73].

1.2.5.2 Piccole molecole inibitrici

N-myc, come gli altri membri della famiglia Myc, @ge il suo ruolo formando eterodimeri
con Max che attivano la trascrizione di altri ggpuindi un potenziale meccanismo per inibire
N-myc consiste nellimpedire la dimerizzazione Natiax. Berget al. [74] hanno utilizzato
la tecnica FRET Rluorescence Resonance Energy Transpar valutare la capacita di circa
7000 molecole organiche per di inibire la dimerzaae N-myc/Max. Quattro composti sono
stati identificati e la loro efficacia e stata cermhata mediante le tecniche ELISEngyme-

Linked Immunosorbent Assqesli EMSA Electrophoretic Mobility-Shift Assays

Uno studio alternativo per valutare potenziali itk di N-myc e stato svolto da Let al.[75].
Un’analisi iniziale di 2800 composti ha individuatea questi 5 molecole come possibili

inibitori, ulteriori valutazione sono in corso.

1.2.5.3 Oligonucleotidi antisenso

Farmaci analoghi degli acidi nucleici si sono matstefficaci per l'inibizione diMYCN in
modelli in vitro e in vivo di neuroblastoma, suggerendo che queste molecsieapo essere
utilizzate nel trattamento del RMS coMYCN amplificato. In una linea cellulare di
neuroblastoma umano, un oligonucleotide antisemsdtal contro i codoni 2-7 dUYCNsi é
mostrato efficace nel ridurre I'espressione deftatgina N-myc, inibendo la divisione cellulare

e promuovendo il differenziamento [53]. Successieata gli oligonucleotidi antisenso sono



stati utilizzati in un modello murino di neuroblasta [55, 76] ed hanno indotto una
significativa riduzione dell'incidenza dei tumoridella massa tumorale. Questi dati alimentano
la speranza che gli oligonucleotidi antisenso timintro MYCN possano essere utilizzati nel

trattamento del neuroblastoma e potenzialmenteeanehRMS coMY CNamplificato.

Un approccio alternativo per inibitdYCN e I'uso degli RNAinterference[77]. Questi sono
stati utilizzati contro altri RNAargetnella terapia di altri tumori [78]; un problemaiae per

I'utilizzo nella terapia clinica é rappresentatda&armacocinetica di tali molecole.

Una difficolta associata all'uso degli oligonuclielbtantisenso nella pratica clinica e la
suscettibilita di queste molecole alla rapida dége@gone ad opera delle nucleasi. Tra le varie
alternative che sono state sviluppate, gli AcigtiRio-Nucleici (PNA), mostrano una maggiore

stabilita ed una piu lunga durata d’azione.

1.3 PNA Peptide Nucleic Acil

1.3.1 Struttura dei PNA

| PNA sono analoghi sintetici degli acidi nucleiiri,cui il normale scheletro fosfodiesterico e
sostituito da una catena pseudo-peptidica formatmahomeri di N-(2-amminoetil)glicina. Le

basi azotate sono legate covalentemente a questtuist poliammidica attraverso un ponte
metilen-carbonilico (figura 5) [79, 80]. Dal punthb vista chimico i PNA non sono né un
peptide né un acido nucleico e questa struttunaicaticonferisce loro numerosi vantaggi
rispetto agli altri analoghi del DNA. Nonostanteegte modificazioni rispetto agli acidi

nucleici naturali, i PNA si legano in modo sequespacifico al DNA e al’lRNA secondo le

regole di appaiamento di Watson-Crick [80]. | PN#xs molecole non ioniche e achirali, e la
mancanza di repulsione elettrostatica tra i filameande i duplex ibridi PNA/DNA e

PNA/RNA maggiormente stabili rispetto ai naturain@ ed eteraluplex[81]. Inoltre non



essendo substrato di enzimi idrolitici come prateasucleasi, i PNA non vengono degradati

nelle cellule e sono estremamente stabili nei flioidlogici [82].
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Figura 5. Struttura chimica di DNA e PNA.

1.3.2 Sintesi e purificazione

| PNA possono essere preparati seguendo i protatathdarddi sintesi in fase solida per i

peptidi [83], utilizzando resine come supporto. Migdzioni post-sintetiche dei PNA possono
essere introdotte accoppiando i gruppi desideragisalui di lisina o cisteina inseriti nel PNA
[84]. | PNA possono contenere anche modificaziaiiodscheletro o una struttura chimerica,
come ad esempio le chimere PNA/DNA costituite daligomero PNA fuso ad un oligomero

DNA [85]. Dopo la sintesi, la procedura prevededidtacco del PNA dal supporto solido e la

purificazione tramite HPLC.

1.3.3 Proprieta chimico-fisiche

Poiché i PNA e il DNA non hanno gruppi funzionaligomune ad eccezione delle basi azotate,
la stabilita chimica del PNA differisce in modo miigcativo da quella del DNA.

| PNA sono composti neutri e quindi hanno una scarubilita in acqua rispetto al DNA. |
PNA sono molecole stabili; tuttavia alcune instiédichimiche possono derivare dal gruppo
funzionale NH libero all’estremo amminico [86]. Le molecole neutdi PNA hanno la

tendenza a formare aggregati in modo dipendente siadjuenza nucleotidica. La solubilita del



PNA e legata anche alla lunghezza dell’'oligomesd epporto purine:pirimidine [87]. Alcune
recenti modificazioni, inclusa 'incorporazionereésidui di lisina carichi positivamente, hanno
mostrato un miglioramento della solubilita. Per aatare la solubilita in acqua, possono anche
essere introdotte cariche negative, specialmentte nkimere PNA/DNA. Le proteine che
riconoscono il DNA non interagiscono con i PNA delstessa sequenza nucleotidica,
probabilmente per la mancanza delle interaziorirelatiche con lo scheletro [88].
| coefficienti di estinzione dei monomeri dei PNAmMsono ben caratterizzati come quelli di
DNA e RNA. Ci si aspetta che gli oligomeri dei PNMBbiano coefficienti di estinzione diversi
a quelli di DNA e RNA, poiché lo scheletro peptmlidovrebbe perturbare diversamente il
sistema delle nucleobasi. Per questo motivo, per tuttsgbpi pratici, la concentrazione di un
oligomero PNA e determinata misurando I'assorbanz260 nm a 80°C [89]. A tale
temperatura, le basi azotate sono considerate etanpénte distaccate e la perturbazione del
sistema da parte dello scheletro peptidico € assunto coer® importante.
| PNA possono ibridizzare con sequenze complemietit®NA o RNA, secondo due schemi:
i PNA contenenti le quattro basi azotate naturbhidizzano con gli acidi nucleici
complementari seguendo le regole di appaiamente dati di Watson-Crick. Si forma un
duplexPNA/DNA o PNA/RNA che assomiglia alla forma B d&NA (figura 6A) [90, 91];
I PNA contenenti solo pirimidine (T o C) possonddizzare con sequenze complementari
di DNA a doppio filamento. In questo caso, il PNAvade la doppia elica del DNA e
ibridizza con la sequenzarget mentre il secondo filamento di DNA viene allordtme
forma un “Dioop’ [79]. Si forma cosi urtriplex PNA/DNA/PNA, in cui una parte del
PNA si lega alla sequenzarget secondo le regolstandarddi appaiamento di Watson-
Crick, mentre l'altra porzione del PNA forma il zer filamento deltriplex con un

appaiamento Hoogstein (figura 6D-E) [80].
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Figura 6. Rappresentazione schematica dei possibili mearvauislegame dei PNA al DNA a doppio filamento.
(A) Invasione nella doppia elica di DNA e formazodelduplex PNA/DNA, tipico dei PNA omopurinici. (B)
Formazione di un doppiduplex PNA-DNA, possibile solo per PNA contenenti nucleasi modificate. (C)
Struttura a tripla elica PNA/DNA/DNA formata dai Rdmopirimidinici ricchi in citidine. (D) Complessiiplex
PNA/DNA/PNA con formazione del “Deop’. (E) Legami a idrogeno negli appaiamenti di Wat€erick e
Hoogsteen [92].

L’ibridizzazione PNA-acido nucleico € molto sengbai mismatch infatti si € visto che i PNA
si legano preferenzialmente alle sequenze complemerpiu debolmente a quelle che

contengono umismatche non si appaiano a quelle contenenti missnatch93].

1.3.4 Modulazione dell’espressione genica
L’elevata stabilitain vivo, la specifica ibridizzazione con gli acidi nuclegecla mancanza di
tossicita, anche a concentrazioni relativamenteatde hanno reso i PNA molecole promettenti
per le applicazioni terapeutiche. Grazie alla labilita nel legarsi sia al DNA sia al’RNA, la
prima applicazione dei PNA é stata quella di agenti-gene o antisenso. | PNA sono in grado
di bloccare I'espressione genica attraverso dagegfie generali:

inibizione della trascrizione attraverso il legaai®NA (strategia anti-gene) (figura 7a);

inibizione della traduzione attraverso il legamardRNA (strategia antisenso) (figura 7b).
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Figura 7. Strategia anti-gene (a) e antisenso(b) dei PNA.

Secondo la strategia anti-gene, i PNA possonotareedl processo trascrizionale grazie alla
loro capacita di invadere la doppia elica del DNAoemare un complesso o una stabile
struttura triplex. Si legano al DNA per inibire liniziazione e llahgamento della RNA
polimerasi [94-96]. Essi possono anche essere fiatigeer legarsi ai siti di legame per i fattori
di trascrizione all'interno del promotore, inibendo questo modo il legame e I'azione dei
corrispondenti fattori di trascrizione [97]. | PNéontro la regione del promotore possono
formare un complesso stabile PNA-DNA, che riduccdesso al DNA alla polimerasi. |
complessi PNA-DNA localizzati lontano a valle detomotore possono anche bloccare
efficientemente la progressione della polimeragadungamento della trascrizione e percio
produrre RNA trascritti troncati; larget del PNA deve essere presente nel gene d'interksse.
triplex PNA/DNA arrestano la trascrizione vitro e sono capaci di agire come un agente anti-
gene [98]. Uno dei maggiori ostacoli incontratiligllizzo dei PNA come agenti anti-gene e
rappresentato dal fatto che l'invasione della dapelica e la formazione del complesso
PNA/DNA sono piuttosto lente in condizioni fisiolobe [99]. Numerose modificazioni dei

PNA hanno mostrato miglioramenti in termini di lega Inoltre, in condizioni fisiologiche, il



legame dei PNA al DNA plasmidico superavvolto e yloce di quello al DNA lineare [100].
Quindi poiché il DNA cromosomico trascrizionalmenédtivo di solito e superavvolto
negativamente, puo agire meglio cotaggetdel legame del PNAn vivo. Inoltre e stato visto
che il legame dei PNA al DNA a doppio filamentoutreentato quando il DNA viene trascritto
ed il legame avviene circa tre volte piu efficienante quando ilarget del PNA é situato sul

filamento non stampo del DNA [99].

La strategia antisenso dei PNA, invece, si basangidmbro sterico, che provoca un blocco
del processamento del’RNA, del trasporto nel daema o della traduzione. | risultati degli
esperimentiin vitro sulla traduzione hanno dimostrato che i PNA soapaci di inibire la
traduzione detarget ibridizzando con lcstart codonAUG [101]. | PNA possono utilizzare
diversi meccanismi per bloccare o alterare 'esgpoe® genica, essenzialmente a seconda del
loro targetall'interno dellmRNA. Quando ibridizzano con it3TR, i PNA possono impedire

il legame del ribosoma, mentre quando si leganayduil trascritto possono bloccare
lallungamento del peptide. | PNA possono anchecddoe i siti displicing e alterare la
produzione delle varianti dsplicing In questi tre meccanismi I'mRNA rimane intatto e
I'efficacia dell’approccio puo essere valutato @gaedo la diminuita o alterata espressione
della proteina.l PNA che formandriplex sono in grado di ostacolare la traduzione nella
regione codificante dellmRNA. Si & anche visto ahescele di diversi PNA inibiscono la
traduzione anche ad una concentrazione molto areea quella utilizzata per ciascuno di essi

da solo [102].

1.3.5Uptakedei PNAIn vitro ein vivo
Lo scarsouptakecellulare dei PNA e considerato il maggiore ostaamella prospettiva di
utilizzare i PNA come agenti terapeutici.
Usando vescicole fosfolipidiche (liposomi) come ralbal di membrane cellulari, Wittung e

collaboratori hanno dimostrato che i PNA hanno etoeita di efflusso dai liposomi molto



lenta (2 di 5.5 e 11 giorni per due PNA di 10 nucleotidlp8]. Da questi esperimenti si
evince che I'entrata dei PNA nelle cellule, perfuifone passiva, € molto lenta. Anche in altri
studi, e stato dimostrato che l'entrata dei PNA dltune cellule e linee cellulari e

eccessivamente lenta o addirittura non individ@abil

In contrasto, numerosi gruppi hanno trovato chd®NA entra in alcuni tipi di cellule,
suggerendo specifici meccanismi di trasporto pesstpimolecole [95]. E’ stato riportato, in
studi siain vitro siain vivo, che i PNA entrano nelle cellule neuronali digatih neuroni di
ratto in coltura, i PNA entrano nelle cellule e itnaso un’inibizione dell’espressione dei geni
target dipendente dalla dose e dal tempo [104liptakeda parte dei neuroni € stato mostrato
anchein vivo. Quando iniettati nel cervello del ratto, i PNAnsoin grado di diminuire
'espressione del genarget mostrando un’attivita antisenso [105]. Inoltrejmerosi gruppi
hanno dimostrato che, iniettati per via endovermgatraperitoneale nei ratti, i PNA possono
attraversare la barriera emato-encefalica ed entn@ neuroni, provocando una risposta

antisenso [95, 104].

Successivamente si € visto che é possibile indurpgakedi PNA anche da parte di mioblasti,
fibroblasti, linfociti e altri tipi cellulari, usado elevate concentrazioni di PNA e lunghi tempi di
incubazione [98, 106]. Quindidptakedei PNA sembra dipendere dal tipo cellulare.

Pertanto per facilitare dptakedei PNA nelle cellule eucariotiche sono stati sipnumerosi

metodi. Questi comprendono:

permeabilizzazione della membrana cellulare carldiina [96] o detergenti come Tween
[107];

- temporanea permeabilizzazione con streptolisina(B]f

- modificazione dei PNA con motivi idrofobici [109];

- impiego di vescicole di trasporto, quali i liposojbiO];



- coniugazione del PNA a ligandi recettoriali o adi@nrpi che inducono I'endocitosi
recettore-mediata dei rispettivi coniugati [111];

- coniugazione con peptidi che promuovono la traglioce attraverso la membrana
cellulare [112] e ikargetingin compartimenti specifici [113]. La classe desiclaletti CPP
(Cell Penetrating Peptidg¢sta crescendo rapidamente. Ad esempio diffesgatli hanno
dimostrato che i peptidenetratin[114] eTransportan[112] sono in grado di trasportare i
PNA attraverso la membrana citoplasmatica in celedcariotiche. Inoltre costrutti PNA-
NLS (Nuclear Localisation Signpumentano Uptakecellulare dei PNA, facilitano il loro
trasporto dal citoplasma al nucleo e aumentantalailéa delduplexPNA/DNA mediante
interazioni elettrostatiche [113, 115];

- legame del PNA ad una sequenza di DNA in una catdig@nucleotidica lineare e
coniugazione della chimera PNA/DNA con lipidi catiici [116];

- microiniezione [94];

- elettroporazione.

1.3.6 Altre applicazioni dei PNA
Sebbene inizialmente siano stati utilizzati comergigantisenso e anti-gene, i PNA hanno

recentemente trovato altre applicazioni in biolagielecolare. Tra queste, le principali sono:

- inibitori di alcuni enzimi, come telomerasi, tragasi inversa ed elicasi [107, 117, 118];
- mutagenesi sito-specifica [108];

- attivazione dell’espressione di geni endogeni [1129)];

- coniugazione di vettori plasmidici con peptidi, {@oe, farmaci e marcatori [121, 122];
- aumentata amplificazione tramite PCR [123];

- Real-TimePCR [124];

- ibridizzazione con PNA come alternativa all'ibridazione Southern [125];

- tecnica PARCRNA-Assisted Rare Cleavgdé26];



- sistemi di enzimi di restrizione artificiali [127];

- determinazione della lunghezza dei telomeri [128];

- purificazione degli acidi nucleici [129];

- PNA come uno strumento diagnostico per I'analidiedenutazioni genetiche mediante
PCR PNA-Directed PCR Clamping130, 131];

- screeningdelle mutazioni genetiche con elettroforesi capd|[132];

- PNA come sonda per acidi nucleici biosensori [133]

- PNA come sonda nella PNA-FISH [128].

| PNA sono stati recentemente utilizzati anche ima unuova applicazione terapeutica

extracellulare: un complesso anticorpo/PNA e widip per legare antigeni tumore specifici

sulla superficie delle cellule tumorati vivo. Successivamente viene aggiunto un secondo PNA

complementare, legato ad un appropriato radioisotQuesto processo concentra l'isotopo in

prossimita delle cellule tumorali, danneggiandek)za colpire le cellule normali [99].



2. Scopo della tesi

L’amplificazione e/o I'espressione dell’oncogelM&’CN € una peculiarita di numerosi tumori
pediatrici, tra cui il rabdomiosarcoma (RMS). A sauwlel ristrettgattern di espressione di
MYCN dopo la nascita, gli effetti collaterali dell'indione, anche sistemica, dMYCN
dovrebbero essere moderati, quiMi¥CN e untargetideale per una terapia efficace, paziente
specifica e non tossica. Nel laboratorio presgpdle e stato svolto il progetto del dottorato, i
PNA (acidi peptido nucleici) sono stati precedergrta utilizzati per I'inibizione dM'YCNnel
neuroblastoma [134, 135].

Lo scopo del progetto di ricerca e stato la valotez dell’effetto antitumorale di un PNA anti-
gene antMYCN siain vitro, utilizzando diverse linee cellulari umane di ARM& ERMS, che

in vivo utilizzando un modello murino dienograftdi rabdomiosarcoma alveolare umano.

In vitro, lo studio si & avviato con una valutazione deidificazione e dell’espressione genica
di MYCN nelle linee cellulari di RMS, mediante FISHIJorescence In Situ Hybridizatipn
Real-TimePCR ewestern blat Sono stati sintetizzati un PNA anti-gene a{-CN diretto
contro una sequenza unica dell’esone 2 del gdvé&CN un PNA mutato, che presenta
mutazioni in 3 nucleotidi, per valutare la spedificd’azione del PNAanti-gene, e un PNA
anti-MYCNmarcato con rodamina per valutarne l'ingressoledalizzazione intracellulare. E’
stata quindi valutata I'attivita del PNA anti-geapti-™MYCN nei confronti dell’espressione di
MYCN medianteReal-TimePCR ewestern blgte su alcune funzioni cellulari, come la vitalita
e l'apoptosi. Sulla linea cellulare RH30 e statdmtto uno studio per valutare i geni
direttamente regolati (indotti o repressi) ¥ CN e gli effetti indotti dal PNA anti-gene anti-
MYCN sull'espressione genican toto, utilizzando la tecnologia deimicroarray ad
oligonucleotididell’ Affymetrix. | risultati ottenuti sono stati edlermati mediantdreal-Time
PCR ewestern blog i principali geni indotti e repressi dal tratemo sono stati studiati anche

in altre linee cellulari di RMS.



In vivo l'effetto del trattamento con il PNA anti-gene aktiY CN e stato valutato, utilizzando
un modello murino dikenograftdi ARMS umano, mediantgnaging molecolareReal-Time
utilizzando la micro-PET. Al termine del trattame &t stata condotta una valutazione istologica
dell'effetto del PNA anti-gene amitYCN sui principali organi, mediante colorazione

ematossilina-eosina ed osservazione al microsapom.



3. Materiali e metodi

3.1 Colture cellulari

Negli esperimenti in vitro sono state utilizzatevedse linee cellulari umane di

rabdomiosarcoma;

ARMS: RH30, RH4, RH28, RMZ-RC2

ERMS: RH36, SMS-CTR, CCA e RD.
Le cellule RH30, RH4, RH28, RH36, SMS-CTR e RD sestaie gentilmente fornite dal Dott.
Rosolen della Clinica di Oncoematologia Pediatrisd’Azienda Ospedaliera di Padova.
Infine, le cellule RMZ-RC2 e CCA sono state gendfite fornite dal Prof. Lollini del

Dipartimento di Patologia Sperimentale dell’'Univgxsli Bologna.

La linea cellulare RH30 é stata ottenuta da unaast&si midollare di un rabdomiosarcoma
alveolare indifferenziato di un ragazzo di 17 ahmi.cellule presentano un cariotipo complesso
con numerose anomalie numeriche e strutturali, cdandraslocazione t(2;13)(q35;q14),

'amplificazione del gene di fusione PAX3-FKHR [J3Gina mutazione del gene p53 ed

esprimono elevati livelli di miogenina e myoD [137]

La linea cellulare RH4 é stata ottenuta da un rabdsarcoma alveolare di una bambina di 11
anni [138]. Le cellule presentano un cariotipo otB-49 cromosomi e la traslocazione

t(2:13)(q37;914) [138, 139].

La linea cellulare RH28 € stata ottenuta da unaasteti di rabdomiosarcoma alveolare
localizzata in un linfonodo ascellare [140]. Dahpudi vista citogenetico, le cellule hanno un

cariotipo circa tetraploide e sono caratterizzaéadraslocazione t(2; 13)(q35;q 14) [140].

La linea cellulare RMZ-RC2 €& stata ottenuta da umatastasi midollare di un

rabdomiosarcoma alveolare umano. Le cellule RMZspos differenziaren vitro lungo il



pathway miogenico; la maggior parte delle cellule esprimatiesmina e una minoranza
esprimono miosina embrionale. Il clone RC2 mantienproprieta differenziative della linea
RMZ, ma crescono piu rapidamente [141]. Le cellRIRIZ-RC2 hanno un cariotipo circa
tetraploide e presentano la traslocazione cripti¢g13)(p36;q14) e le concomitanti

amplificazioni del gene di fusiorffAX7-FKHRe dei genMYCNeMET [136, 139].

La linea cellulare RH36 € stata ottenuta da unaatidsarcoma embrionale di un ragazzo di 15
anni [142]. L’analisi citogenetica é risultata diffe a causa dell’elevato numero di cromosomi
(iperpentadiploide). Una metafase completa e statdizzata mediante SKY ed ha mostrato

124 cromosomi, ma e stato impossibile definirariatipo cellulare [143].

La linea cellulare SMS-CTR e stata ottenuta daalmlomiosarcoma embrionale primario di un
bambino di 1 anno. Le cellule presentano la perdé@iieterozigosi nel locus 11pl5, tipica

degli ERMS, e una mutazione dell’oncogéts [142].

La linea cellulare CCA e stata ottenuta da un rabdsarcoma embrionale umano [144].
Queste cellule presentano yrattern di differenziamento miogenico precoce (esprimono
desmina e, in parte, miosina) e sono tumorigeniokietopi nudi dopo iniezione per via

sottocutanea o intramuscolo [144]. Le cellule CGAspentano un cariotipo con 54 cromosomi

e numerose anomalie cromosomiche strutturalietcaubli la t(1;13)(p36;923) [145].

Infine, la linea cellulare RD é stata ottenuta daabdomiosarcoma embrionale pelvico di una
bambina caucasica di 7 anni [146]. L'analisi citoggca, mediante SKY Spectral
Karyotyping, M-FISH (Multicolor-FISH) e CGH Comparative Genomic Hybridizatipnha
mostrato che le cellule hanno cariotipo complessméto da 43-51 cromosoma con numerosi

riarrangiamenti cromosomici [143].

Le cellule di queste linee cellulari di RMS cress@adese formando unonolayer Le cellule

RH-30, RH-4 e RD sono state mantenute in coltu8d 4C e al 5% di C@ in terreno RPMI



1640 addizionato di FBS al 10%, L-glutammina 2mMrgibiotici penicillina/streptomicina
all'1%. Le cellule RH-28 e SMS-CTR sono state eaite a 37 °C e al 7% di GOin terreno
RPMI 1640 addizionato di FBS al 10%, L-glutamminaN e penicillina/streptomicina
all'1%. Infine, le cellule RH-36, RMZ-RC2 e CCA swmistate mantenute a 37 °C e al 7% di
CO,, in DMEM addizionato di FBS al 10% FBS, L-glutammai 2mM e
penicillina/streptomicina all’1%. Quando necessaléocellule sono state staccate dalla fiasca
mediante un’incubazione di 5 minuti a 37°C con dima (2,5 mg/ml), successivamente

neutralizzata con terreno completo.

3.2 FISH (Fluorescence In Situ Hybridizatioh

3.2.1 Preparazione di metafasi ed interfasi

Per ottenere le metafasi e le interfasi da anakzmsediante FISH, le cellule in coltura devono
essere nella fase esponenziale di crescita e nmmdewvere raggiunto la confluenza. Al mezzo
di coltura sono stati aggiunti X/ml di Colcemid (GIBCO), per bloccare le celluke mitosi,
quindi, la fiasca e stata posta nuovamente nellbatore, con il tappo chiuso, per 90 minuti.
Successivamente le cellule sono state trasferitenan Falcon da 15 ml e centrifugate per 10
minuti a 300 x g. llpellet & stato risospeso in 10 ml di soluzione ipotor(i€€l 0,075M)
(Invitrogen), posta precedentemente nel bagne8d°€ e, al fine di indurne la lisi, le cellule
sono state incubate per 20 minuti a 37°C nel bagrietmostatico. La soluzione fissante,
costituita da alcool metilico e acido acetico gheiin un rapporto di 3:1, € stata preparata e
mantenuta a 4°C. Durante il pre-fissaggio, che péerdi fissare i cromosomi per non farli
disperdere, sono stati aggiunti 0,5 ml di fissatsenza eliminare il sovranatante, e, dopo una
delicata risospensione, il campione e stato cewgaifo per 10 minuti a 300 x g. Durante il
fissaggio, invece, dopo aver eliminato con attemzid sovranatante, molto lentamente sono
stati aggiunti 10 ml di fissativo, delleté stato risospeso e centrifugato per 10 minu@iG3g.

Sono stati fatti 4 lavaggi con 8-10 ml di fissatieentrifugando ogni volta per 10 minuti a 300



x g. Al termine dell'ultimo lavaggio le cellule sorstate risospese in fissativo. Per ottenere
un’adeguata apertura delle metafasi 2-3 gocceegligrato sono state fatte cadere su un vetrino,
immerso precedentemente in etanolo. | vetrini @metafasi e le interfasi sono stati lasciati

asciugare per tre giorni, per poi procedere cdl$H.

3.2.2 FISH

| vetrini con le metafasi e le interfasi sono siiatubati in SSC 2X (SSC 20X: sodio citrato 0,3
M, NaCl 3M, pH 7) a 37°C per 30 minuti e poi detdtacon passaggi di 2 minuti coupling
jars contenenti etanolo a concentrazioni sempre mag@iofo, 85% e 100%). Quindi i vetrini
sono stati lasciati asciugare a temperatura anidiat soluzione denaturante, costituita da
formamide deionizzata (70%), € stata incubata itagnetto termostatico a 73°C per almeno
30 minuti e la denaturazione del campione é stdgéta immergendo i vetrini nella soluzione
denaturante per 5 minuti. | vetrini sono stati ®sstvamente deidratati per 2 minuti in etanolo
freddo (-20°C) al 70%, 85% e 100% e sono statidéisasciugare a temperatura ambiente. La
sonda utilizzata € una sonda L&b¢us-Specific IdentifigrMYCN (2p24.1) a singolo colore
(arancione) (Vysis) (figura 8), che viene utilizzasia in metafase che in interfase, per rilevare
il numero di copie genomiche dWYCN In condizioni normali, all'interno di un nucleo
ibridato, la sonda peMYCN da luogo a due segnali di fluorescenza, ognuno gdeii
corrisponde all'ibridizzazione con il geMYCN in posizione distale del braccio corto del
cromosoma 2 nella regione 2p23-24. Al contrariolleneellule tumorali maggiore e

I'amplificazione dell'oncogene e maggiore € il numdei segnali di fluorescenza emessi.
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Figura 8. Rappresentazione schematica della regione diifzddione della sonda LBIYCN (2p24.1) (Vysis),

che contiene una sequenza di DNA unica e speq@@cdloncogeneMYCNIocalizzato sul cromosoma 2.

Per preparare e denaturare la sonda, € stato mdoessiscelare per ogni vetrino 7 pl di
hybridization buffer 1 pl di sonda e 2 pl di acqua sterile. ié& contente la sonda é stata
incubata a 73°C per 5 minuti. Sui vetrini comple¢ste asciutti sono stati applicati i 10 pl
dellamix e sono stati coperti con un vetrino coprioggeltteetrini sono stati posti in camera
umida e incubati a 37°Gvernight.

Il secondo giorno, la soluzione 0,4X SSC/0,3% NRe4llata messa a 73°C almeno 30 minuti
prima dell’'uso. Il vetrino coprioggetto é statottoé i vetrini sono stati immersi, per 2 minuti,
nella soluzione a 73°C e successivamente, per2akninuti, nella soluzione 2X SSC/0,1%
NP-40 a temperatura ambiente. | vetrini sono $#atiati ad asciugare al buio e sono stati
aggiunti 10 pl di contro colorante (DAPI 1l) e ietrino coprioggetto. | vetrini sono stati
osservati al microscopio a fluorescenza BX-51 (Qdys), utilizzando il programma

CytoVision.

3.3 Progettazione e sintesi dei PNA

Per la progettazione dei PNA, in laboratorio éstatluppato un programma in linguaggio C

per generare popolazioni di PNA seguendo alcunaleegpecifiche:

- lunghezza massima: 18 basi



lunghezza minima: 12 basi

numero massimo di purine in una sequenza di 1due$

numero massimo di G consecutive: 3.

| programma di omologia BLAST €& stato utilizzaterpverificare la specificita della

sequenze.

Poiché per svolgere la sua funzione anti-gene i BNve entrare nel nucleo delle cellule, il
PNA é stato coniugato all'estremita N-terminale conpeptide NLSNuclear Localisation
Signa), con sequenza amminoacidica PKKKRKYV, in gradonigdiare il trasferimento
attraverso la membrana nucleare e di aumentarmaldita delduplexPNA/DNA mediante

interazioni elettrostatiche [115].

Per il disegno del PNA anti-gene aMi¥rCN (PNA,) € stata selezionata una sequenza unica
dell’'esone 2 diMYCN (bp 1650-1665: 5-ATGCCGGGCATGATCT-3’; Genbank assion

no. M13241). Il PNAy ibridizza con il filamento antisenso del gene él&b2).

Lo stesso PNA anti-gene amfiYCN & anche stato sintetizzato e coniugato con rodaipén
verificarne l'ingresso e la localizzazione intrdakre.

Per valutare la specificita d’azione del PNA stato sintetizzato un PNA anti-gene &M{CN
mutato (PNAy,) che presenta la sostituzione di tre basi rispdtiNA,; (tabella 2).

| PNA sono stati sintetizzati nei laboratori depBitimento di Chimica Organica ed Industriale
dell’'Universita di Parma, utilizzando la proceduliasintesi per peptidi in fase solida, seguita
da purificazione mediante HPLC. | PNA sono statolsicin acqua bidistillata e sono stati

guantificati mediante lettura allo spettrofotomgfB@ckman) a 260 nm.



PNA Sequenza Peso molecolare (M*em™)

PNANLS 5H-ATGCCGGGCATGATCT- 5234 154100
PKKKRKV-NH -3’

PNANLS 5-H-GTGCCGAGCATGGTCT- 5250 158460
PKKKRKV-NH -3’

Tabella 2. Sequenza, peso molecolare e coefficiente di éstinanolare () dei PNA utilizzati nello studio.

3.4 Trattamento delle cellule con PN4A e PNA.

Gli esperimenti di trattamento con il PWA0 PNAy,: sono stati condotti su tutte le linee
cellulari di RMS: RH30, RH4, RH28, RMZ-RC2, RH36MS-CTR, CCA e RD. A seconda

del tipo di analisi da effettuare le cellule sotetes seminate in condizioni differenti:

per la valutazione deliptakecellulare e dell’'apoptosi, le cellule sono stadéenmate in
slide-flask 4x1C cellule in 2 ml di terreno peslide-flask

per I'estrazione del’RNA per la valutazione medeReal-Time PCRle cellule sono state
seminate in piastre da 24 pozzetti, 1x@éllule in 500 pl di terreno per pozzetto;

per I'estrazione del’lRNA per la valutazione mede&amicroarray e I'estrazione delle
proteine, le cellule sono state seminate in fiast®® 1x16 cellule in 1500 ul di terreno
per T25;

per la valutazione della vitalita cellulare med@AT Plite, le cellule sono state seminate in

piastre da 96 pozzetti, 5x16ellule in 100 pl di terreno per pozzetto.

Gli esperimenti sono stati condotti in triplicadopo 12 ore dalla piastratura le cellule, che
hanno aderito al fondo del pozzetto/fiasca, somtestrattate con il PNA 0 il PNAm in
terreno OPTIMEM, addizionato di L-glutammina 2mMastibiotici penicillina/streptomicina
all'l%, ma senza FBS. | PNA sono stati utilizzallie aconcentrazioni 10 o 20 uM. Le
concentrazioni sono state scelte sulla base degli sondotti precedentemente [135]. Dopo 6
ore € stato aggiunto I'FBS ad una concentrazioh&%e Dopo il trattamento le cellule sono

state tenute per 6, 12, 24, 48, 72, 96 o 120 olgnoabatore a 37°C e 5% di CONei



trattamenti con durata superiore a 3 giorni, la mamstrazione dei PNA e stata ripetuta dopo
72 ore. Le cellule non trattate (controllo) sonatestsottoposte allo stesso procedimento, ma

senza aggiungere i PNA.

3.5 Localizzazione intracellulare del PNA

Per verificare I'ingresso del PNA-NLS nel nucledieleellule, & stato utilizzato un PNA-NLS
coniugato con rodamina. L’esperimento e stato cttadsu cellule RH30 e SMS. Le cellule
sono state trattate con PNA-NLS rodaminato rifl). Dopo 2 ore dal trattamento, il vetrino
delle slide-flaské stato staccato, lavato due volte con PBS eiggatb in paraformaldeide al
4% a 4°C per 30 minuti. L’analisi al microscopifi@rescenza é stata effettuata mediante un

microscopio ECLIPSE TE2000S (Nikon) e il programiehVision.

3.6 Estrazione dellRNA

Negli esperimenti di valutazione dell’espressioraiga mediant®eal-TimePCR, 'estrazione
del’RNA e stata effettuata utilizzandokit RNeasy Mini Kitdella QIAGEN, che permette di
isolare 'RNA totale anche a partire da piccole mjita di cellule. Le cellule sono state
centrifugate per una prima volta nel terreno a 30@, poi sono state lavate in PBS,
centrifugando di nuovo alla stessa velocita, peniebre ogni residuo di terreno che avrebbe
potuto ridurre I'efficienza di estrazione.pelleté stato risospeso in 3B di soluzione lisante,
costituita dab-mercaptoetanolo Buffer RLTin proporzione 1:100. Il lisato di cellule e stato
omogeneizzato aspirandolo per 20 volte con unaggrcon un ago 20 G (0.9 mm di diametro)
ed é stato aggiunto ad esso un volume di etanolt0%, per aggiustare le condizioni di
legame. 700n di campione sono stati trasferiti in una colora{@Neasy mini columrposta in
un collection tubee centrifugati per 15 secondi a 8000 x g, per tisorbire 'RNA dalla

membrana. Sono stati aggiunti 3&0di Buffer RW1e centrifugati per 15 secondi a 8000 x g.



Per rimuovere completamente il DNA e stata aggiatitamembrana unaix costituita da 10

m di DNasi | e 70n di Buffer RDDed é stata lasciata a temperatura ambiente peririi.
Quindi sono stati aggiunti 35@ di Buffer RW1alla colonnina e sono stati centrifugati per 15
secondi a 8000 x g. La colonnina é stata trasfaritan nuovocollection tubeda 2 ml, sono
stati aggiunti 5001 di Buffer RPEe sono stati centrifugati per 15 secondi a 80Q0 K’ stato
fatto un ulteriore lavaggio cd@uffer RPEed é stato centrifugato per 2 minuti a 8000 xdy, p
asciugare la membrana. La colonnina e stata tisfarun nuovocollection tubeda 1.5 ml e
'RNA é stato eluito aggiungendo 6@l di RNase-free watedirettamente sulla membrana e
centrifugando per 1 minuto a 8000 x g.

Negli esperimenti di analisi dell’espressione ganmediantemicroarray, I'RNA & stato
estratto utilizzando il TRIzol reagerit(Invitrogen). Le cellule sono state centrifugaier una
prima volta nel terreno a 300 x g, poi sono statate in PBS, centrifugando di nuovo alla
stessa velocita, per eliminare ogni residuo detewrche avrebbe potuto ridurre I'efficienza di
estrazione. lipellet € stato risospeso in 1 ml di TRIzol (una soluziomenofasica di fenolo
acido e guanidinio isotiocianato), per lisare l#ute. La lisi € stata seguita dall’estrazione con
cloroformio: sono stati aggiunti 208 di cloroformio e dopo un’agitazione di 15 secondi
mediantevortex i campioni sono stati centrifugati a 12000 x g @& minuti a 4°C. |l
campione risulta quindi separato in tre fasi: uasefacquosa trasparente contenente I'RNA,
una fase intermedia bianca contenente il DNA edfasa rosa contenente le proteine. La fase
acquosa é stata raccolta in una nuova provett®BA é stato precipitato per aggiunta di 500
m di isopropanolo. Dopo un’incubazione di 10 minattemperatura ambiente, I'RNA é stato
precipitato con una centrifugazione a 12000 x g J®eminuti a 4°C. Infine, 'RNA ¢ stato
lavato con 800n di etanolo 75% e risospeso in acRidase-free

L'RNA totale estratto € stato quantificato mediantea doppia lettura allo spettrofotometro

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) ad unglt@zza d’onda di 260 nm.



3.7Retrotrascrizione eReal-TimePCR

L'RNA estratto e stato retrotrascritto a cDNA widando la retrotrascrittasi inversa
“Superscript™ 1I” (INVITROGENM). La reazione di retrotrascrizione prevede la
preparazione di un prim@ix contenente, per ogni campionepildi dNTP 10 mM, 1m di
Random hexamef®4 nM, 500 ng-1ng di RNA totale e KO sterile per portare a volume di
10 m. Tale mix é stata posta nel termociclatore (PTC 225; Mj Rete Watertown, MA) a
65°C per 5 minuti (per denaturare I'RNA &kandom hexamer® poi a 4°C per 1 minuto.
Quindi ad ogni campione é stata aggiunta una seaong costituita da 2 di Buffer 10X, 4

m di MgCl, 25 mM, 2m di DTT 0.1 M e 1m di RNasi OUT 40 Ut ed il tutto é stato posto
nel termociclatore a 42°C per 2 minuti. Successamtm € stato aggiunto alla miscela di
reazione 1m di Superscript Il e la retrotrascrizione e staffiettuata con il seguente
programma: 42°C per 50 minuti, 70°C per 15 minu4P€ fino allostepsuccessivo. Infine é

stato aggiunto il di RNasi H ad ogni campione, che e stato incuba@@°C per 20 minuti.

La PCR quantitativ&Real-Timeé stata realizzata utilizzando la metod®¢BR GreenQuesto
saggio di quantificazione si basa sullincrementellad fluorescenza, in seguito ad
amplificazione del templato, causato dal legaméadablecolaSYBR Greeral solco minore
del DNA a doppio filamento. Non é possibile miseraprimi cicli, perché il segnale emesso e
troppo basso, ma € comunque possibile misurardeideescenza dei cicli all'interno della fase
di crescita esponenziale. Per ogni campione serwtiun grafico con la sua curva di
amplificazione, questa curva si distingue dal skgri backgroundtanto prima quanto
maggiore € la quantita iniziale di templato. E'tataseguita una PCR quantitativa relativa, in
cui la quantita di cDNA del gene d’interesse éastapportata a quella del cDNA dei geni di
controllo endogeno. Sono stati selezionati tre gdinicontrollo, implicati in meccanismi
cellulari diversi: ACTB (actin betg, GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogepase

ATP5B(ATP synthase, Hrransporting, mitochondrial F1 complex, beta pelipide.



Sono state progettate e utilizzate le seguentiieagiprimers

ACTBantisenso:5- CAG CGG AAG CGC TCATTG CCA ATG G-3'

ACTBsenso: 5- TCA CCC ACACTG TGC CCATCT ACGA-3

ADAM10antisenso: 5'- CCA CAA ATA GGT TGG CCA GA -3’

ADAM10senso: 5'- GCA ACA TCT GGG GAC AAACT -3

ATP5Bantisenso: 5’- ATG GGT CCC ACC ATATAG AAG G -3

ATP5Bsenso: 5'- GTC TTC ACA GGT CAT ATG GGG A -3

BMP5antisenso: 5- CGC TGG TGA GAA AAATCC TTG T -3

BMP5senso: 5’- TCT AGC CAG CCT CCATGATACC -3

CBX4antisenso: 5- CTC CGG TTC CCA CGT GTT AT -3’

CBX4senso: 5’- GTG GAG AGC ATC GAG AAG AAG C -3

CDK9 antisenso: 5’- CAG CGT GAA CTT GAC CAAAACA -3

CDK9senso: 5- CGA ACC AAA GCT TCC CCC TAT -3’

DTX3antisenso: 5- GAACTC CTG GGT TTG GGT GTT -3’

DTX3senso: 5’- AGC TAT GAG AAG TAC GGC ACC A -3

EIF4E antisenso: 5- ATC AGC CGC AGG TTTGCTT -3

EIF4Esenso: 5'- AAT CCC CCG ACT ACA GAA GAG G -3

FKHR antisenso: 5’- CTG TGG ATT GAG CAT CCA CC -3

GADPHantisenso: 5- CTT GAT TTT GGA GGG ATC TCGC -3



GAPDHsenso: 5'- CCA ATATGATTC CAC CCATGG C -3

GDF15antisenso: 5- GGA CAG CCG GAA CAG AGC CC -3

GDF15senso: 5'- CTG CAG TCC GGA TAC TCA CGC -3’

MET antisenso: 5'- GAG GGG TTG ATG GTC CTG AT -3’

MET senso: 5’- CAG CGA AGT CCT CTT AAC AT -3’

MSX2antisenso: 5- CCG ATT GGT CTT GTG TTT CC -3’

MSX2senso: 5'- AAT TCA GAA GAT GGA GCG GC -3

MY Cantisenso: 5'- GAG CCT GCC TCT TTT CCACA -3

MYCsenso: 5’- GCG ACT CTG AGG AGG AAC AAG A -3

MYCNantisenso: 5- TGA CCA CGT CGATTT CTT CCT -3’

MYCNsenso: 5’- CGA CCA CAAGGC CCT CAG T -3

P21 antisenso: 5'- GGC GTT TGG AGT GGT AGA AA -3’

P21senso: 5- GGT TGG CTC CTG CCT GCT TA -3’

PAX3antisenso: 5- TAC CTG AGG TGA GAG GCC ATT G -3

PAX3senso: 5'- GCA CTG TAC ACC AAAGCACG -3

PAX7antisenso: 5- GGT TGG CTC CTG CCT GCT TA -3’

PAX7senso: 5’- CCC ACT ACC CAG ACATAT AC -3

PLK4 antisenso: 5- CTT CTG CAA ATC TGG ATG GC -3’

PLK4 senso: 5’- CAC CTC AGA CTG AAA CCG TAC AA -3



TIAL1 antisenso: 5'- CAG ACG CAATTC CTC CAC AGT A -3
TIAL1senso: 5- CTC GTA AAC CAC CTG CACCTAA -3

La miscela di reazione per 'amplificazione e dosa da SYBR Green Master MigX
(Roche), 300 nM di ciascuprimer e 10 ng di cDNA, in un volume finale di 20. E’ stata
allestita una reazione in triplicato per ogni c@pampiongrimer e, sempre in triplicato,
controlli negativi per ogni coppia grimers Le condizioni di PCR sono state valutate secondo
il programma: 50°C per 2 minuti, 95°C per 10 mireu&0 cicli di 95°C per 15 secondi e 60°C
per 1 minuto. A PCR completata la temperaturata $tdta salire da 60°C a 95°C in 20 minuti,
generando delle curve dielting che forniscono un'indicazione della purezza detlptto di
reazione e rivelano la presenza di dimepritners La reazione € stata realizzata utilizzando |l

GeneAmp 5700 Sequence Detection Sy§@plied Biosystem).

3.8 Estrazione delle proteine &vestern blot

3.8.1 Estrazione delle proteine

L’estrazione delle proteine e stata effettuata odmdifferente a seconda della localizzazione
intracellulare della proteina da analizzare. Legire N-myc, Myc e Met sono state valutate in
estratti proteici totali, mentre le proteine Fkhp2l sono state analizzate in estratti proteici
nucleari.

Le proteine totali sono state estratte risospenadnmklletdelle cellule in una soluzione lisante
composta da KWPO, 0,1M pH 7,5, Igepal 1%, -glicerolfosfato 0,1 mM e linibitore delle
proteasi Complete (Roche). Dopo 10 minuti di in@itxae a 0°C (in ghiaccio), il campione e
stato centrifugato a 15000 x g per 3 minuti a 4d@ etato prelevato il sovranatante contenente
le proteine cellulari totali.

Le proteine nucleari sono state estratte utilizpashaebuffer.



buffer A composto da 10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM KCI, O ®DTA, 1 mM DTT,
0,4% Igepal e Complete (Roche);
buffer B composto da 20 mM Hepes pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 BEDTA, 10% Glicerolo, 1
mM DTT e Complete (Roche).
Alle cellule adese € stato aggiuntdiffer A e, dopo 10 minuti di incubazione a temperatura
ambiente, il lisato e stato centrifugato a 150@Pper 3 minuti a 4°C. lelleté stato risospeso
nel buffer B e lasciato in agitazione vigorosa per 2 ore @ 4Dopo una centrifugazione a
15000 x g per 5 minuti a 4°C, e stato prelevasoilranatante contenente le proteine cellulari
nucleari.
Le proteine sono state quantificate con il metodovily [147] e la curvastandardé stata
costruita utilizzando quantita note della proteBSA (Bovine Serum Albumihemediante

lettura allo spettrofotometro a 660 nm (Beckman).

3.8.2 Separazione elettroforetica delle proteine

Le proteine sono state separate mediante gel adtwsi monodimensionale in condizioni
denaturanti (SDS-PAGESodium Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Etgatiore
secondo il metodo di Laemmli [148]. | campioni, tamenti 30 g di proteine, sono stati
solubilizzati mediante incubazione a 95°C per 5utijrdopo aver aggiuntbaemmli sample
buffer 2X (Tris 125 mM pH 7, SDS 4%, glicerolo 20%;mercaptoetanolo 10% e blu di
bromofenolo 0,004%) e acqua fino ad un volume riac20 |. In seguito alla preparazione del
separating gelal 7-10% (acrilamide 7-10%, Tris 375 mM pH 8.8, SD3%, APS 0,1%,
TEMED 0,1%) e dellstacking gell 4% (acrilammide 4%, Tris 125 mM pH 6.8, SDS 0,1%
APS 0,1%, TEMED 0,1%), i campioni sono stati carioal gel elettroforetico e fatti correre a
160 V per circa 60-90 minuti ielectrophoresis buffefTris 125 mM, glicina 0,96 M e SDS
0,5%). E’ stato utilizzato il marcatore di peso suulareSeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard

(Invitrogen).



3.8.3Western blot

Le proteine separate mediante SDS-PAGE sono stagfettite su membrana di PVDF
(Polyvinylidene Fluoride Hybond-P, Amersham Biosciences) mediamestern blot[149]
utilizzando il sistemavetdella Bio-Rad ini Trans-Blot Cel). La membrana e stata attivata in
metanolo per 10 secondi e quindi riequilibrata agua per 5 minuti. Spugne e filtri, prima
dell’'uso, sono stati messi a bagno tmahsfer buffer(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanolo
10%), quindi sono stati assemblati spugna-filtrbrgembrana-filtro-spugna ed il trasferimento
e stato eseguito itransfer buffera 250 mA per 2 ore. La membrana é stata sottoposta
successive incubazioni di 1 ora a temperatura artéieon la soluzione dlocking (PBS,
Tween 0.2% e latte 5%), con I'anticorpo primarialepo 3 lavaggi in PBS e Tween 0.2%, con
il corrispondente anticorpo secondario. Tutti gifieorpi sono stati diluiti in PBS, Tween 0,2%

e BSA 3,5%.

Anticorpi primari utilizzati:
c-Myc: mouse monoclond$G (Ab-2, Oncogene)
Fkhr: goat polyclonalgG (C-20, Santa Cruz Biotechnology)
Met: rabbit polyclonallgG (C-12, Santa Cruz Biotechnology)
N-myc: mouse monoclondagG (NCM Il 100, Calbiochem)
P21:rabbit polyclonallgG (C-19, Santa Cruz Biotechnology).
Anticorpi secondari utilizzati:
Sheep anti-mouse IgG-HRP (horseradish peroxiddé@ersham Biosciences)
Donkey anti-rabbit IgG-HRPAmMersham Biosciences)
Donkey anti-goat IgG-HRPSanta Cruz Biotechnology).
La membrana é stata lavata 3 volte in PBS e Twez Per 5 minuti ed e stata incubata per 1-
2 minuti al buio con la soluzionECL Detection(Amersham Biosciences). La rilevazione e

stata fatta al ChemiDoc (Biorad), utilizzando ibgramma QuantityOne.



3.9 Valutazione della morfologia e dell’attivita méabolica cellulare

La morfologia delle cellule e stata valutata osaedo, al microscopio ECLIPSE TE2000S
(Nikon) utilizzando il programma PathVision, le loé¢ RH30 dopo 24 e 48 ore dal trattamento

con il PNAy 0 il PNA 1y 10 uM.

L’attivita metabolica cellulare é stata valutatasgguito a trattamento con PMA PNAn in
tutte le linee cellulari di RMS (RH30, RH4, RH28VR-RC2, RH36, SMS-CTR, CCA e RD),
utilizzando il saggio del’ATPLitelluminescence ATP detection Assay SysRarkinElmer).
Questo sistema € basato sul monitoraggio dellatg@asi ATP (Adenosine TriPhosphate
cellulare e viene comunemente utilizzato per vatutgli effetti citotossici, citostatici e
proliferativi di numerosi farmaci e composti bioloigg150-152]. Le cellule di RMS sono state
trattate con PNg 0 PNA ;10 uM in un volume finale di 100 ul di terreno, legbiastre da
96 pozzetti. Dopo 24, 48, 72, 96 o 120 ore diaratnto, in ogni pozzetto sono stati aggiunti
50 ul di soluzione lisante e la piastra € statdgpwsagitazione per 5 minuti, per far fuoriuscire
I'ATP dalle cellule e renderlo valutabile. Succeasnente sono stati aggiunti, in ogni pozzetto,
50 ul di soluzione substrato, che permette di btalre la reazione dellATP, e la piastra e
stata nuovamente messa in agitazione per 5 mibapo 10 minuti di incubazione al buio, la

luminescenza € stata letta utilizzando il lettarpidstrelnfinite 200(Tecan).

3.10 Valutazione dell'apoptosi

L’apoptosi € stata valutata su vetrino mediante umaistochimica, utilizzando kit In Situ
Cell Death Detection Kit, PO§Roche), che é basato sulla tecnologia TUNEErinal-
transferase-mediated dUTP Nick End Labellingno degli eventi caratteristici della morte
cellulare per apoptosi € la frammentazione del Dd¢fAomico, che puo essere identificata, in
una reazione enzimatica, marcando gli estremi 3'HDéti del DNA con nucleotidi modificati.

Nella reazione TUNEL la marcatura delle rotture B&IA avviene ad opera dell’enzima TdT



(Terminal deoxynucleotidyl Transferaseche catalizza la polimerizzazione di nucleotidi

marcati con fluoresceina agli estremi 3’-OH libeei DNA.

Le cellule RH-30 sono state piastratesiile-flaske dopo 12 ore sono state trattate con RNA
0 PNAy.: alle concentrazioni 10 o 20 uM. Dopo 24 e 48 dr&attamento i vetrini con le
cellule adese sono stati staccati dalla fiascassafi mediante un’incubazione céixation
solution (4% paraformaldeide in PBS, pH7,4) per 1 ora aptmatura ambiente. Dopo un
lavaggio in PBS, i vetrini sono stati incubati paincon Blocking solution(3% HO- in
metanolo) per 10 minuti a temperatura ambientei,edo@o un ulteriore lavaggio in PBS, con
Permeabilisation solutiorf0,1% Triton X-100 in 0,1% sodio citrato) per 2nuii a 0°C (in
ghiaccio). | vetrini sono stati lavati due volteRBS, incubati con 50 pl dIUNEL reaction
mixture (Label solution+ Enzyme solutionper 1 ora a 37°C al buio e, dopo tre ulteriori
lavaggi in PBS, sono stati osservati al microscopidluorescenza ECLIPSE TE2000S

(Nikon) utilizzando il programma PathVision.

3.11 Analisi dell'espressione genica medianteicroarray Affymetrix

Per I'analisi dell’espressione genica sono stalizaati i chip “HG_U133_2” dell’Affymetrix,
(Affymetrix: “Genechip® Human Genome U133 versidh Per l'ibridizzazione su vetrino
sono stati utilizzati i campioni RH30 controllo rattati con PNAy: € PNAn,: dopo 12 ore di
trattamento. L'analisi e stata effettuata seguendo protocollo dell’ Affymetrix

(http://www.affymetrix.com).

3.11.1 Preparazione del’RNA poliadenilato di contollo

Per monitorare il processo di marcatura e stateuagg direttamente all'interno del campione
un controllo esogeno positivo: Poly<@ontrol Stoclkdiluito di 10000 volte. All'interno di ogni
array sono presenti dgirobe per geni diB. subtilisnon presenti nei genomi eucariotilys,

phe, thr,and dap. Tali geni vengono sintetizzain vitro e i trascritti poliadenilati sono stati



premiscelati a concentrazioni note nel campionemibdo da essere amplificati e marcati

insieme al campione.

3.11.2 Sintesi del primo filamento di cDNA
L’'RNA del campione mescolato con 'RNA poliadendadi controllo & stato utilizzato per la

sintesi del primo filamento di cDNA.

La MIX1 (1-5 pg di RNA estratto, 2 pl di RNA poly-A dilyi2 pl delprimer T7-oligo(dT) 50
nmM e acquaRNase-freger raggiungere il volume finale di M} e stata preparata ed incubata
a 70°C per 10 minuti, al fine di denaturare 'RN@uindi e stata raffreddata a 4°C per 2
minuti, sono stati aggiunti 7 pl 81X2 (4 ul dibuffer 5X First-StrandcDNA, 2 pl di DTT 0,1

M e 1 ul di dNTPmix 10 mM) e il tutto € stato incubato a 42°C per 2utii A questo punto, &
stato aggiunto alla miscela di reazione 1 pl di@sgript Il RT e la sintesi del primo filamento
di cDNA ¢ stata effettuata a 42°C per 1 ora. Aitefdel processo di sintesi il tutto & stato

portato a 4°C per 2 minuti.

3.11.3 Sintesi del secondo filamento di cDNA

Il secondo filamento di cDNA é stato sintetizzatggiangendo al primo stampo neo-
sintetizzato 130 pl dlIX3 (91 pl di acqua sterile, 30 ul daliffer 5X Second-StrandDNA, 3

pl di ANTPmix 10 mM, 1 pl di E.Coli DNA Ligasi 10 U/ul, 4 ul d&.coli DNA Polimerasi |
10 U/ul, 1 ul di E.coli RNasi H 2U/ul e 1 ul di RNMA H). Il campione é stato messo in
incubazione per 2 ore a 16°C, successivamente faticaaggiunti 2 pl di T4 DNA Polimerasi
(10 U) ed il tutto é stato incubato per altri 5 otira 16°C. Infine sono stati aggiunti bddi

EDTA (0,5M).

3.11.4 Purificazione del doppio filamento di cDNA
Per purificare il doppio filamento di cDNA, son@staggiunti 600 | di cDNA Binding Buffer

al cDNA precedentemente ottenuto. La miscela @ stasferita nella colonnir@DNA Cleanup



Spin Columred e stata centrifugata per 1 minuto a 8000 Aigyreando il flow-through La
spin columre stata trasferita in un nuoeollection tubeda 2 ml, sono stati aggiunti 750di
cDNA Wash Buffere sono stati centrifugati per 1 minuto a 8000 »lgninando il flow-
through La spin columné stata centrifugata per 5 minuti a 15000 x g fan@wompleta
asciugatura della membrana, eliminando alla fiaellslow-throughche il collection tube La
spin columnre stata quindi trasferita in un nuogollection tubeda 1,5 ml, e sono stati aggiunti
14 pl di cDNAEIlution Bufferal centro della membrana. Dopo un’incubazione diiduto a

temperatura ambiente, & stata fatta una centrifogaper 1 minuto a 15000 x g.

3.11.5 Sintesi di cRNA biotinilato

Il cRNA target & stato biotinilato attraverso una trascrizioneitro (IVT), in modo tale da
risultare marcato con nucleotidi coniugati con latiha. La reazione é stata allestita in un
volume finale di 40 pl: 12 pul di cDNA (tutto il cDNpurificato), 4 ul di IVTLabeling buffer
10X, 12 ul di IVT Labeling NTP Mix4 ul di IVT Labeling Enzyme Mie acquaRNase-freex

volume. Il tutto € stato incubato a 37°C per 16innen termociclatore.

3.11.6 Purificazione e quantificazione del cRNA btmilato

Per purificare il cRNA biotinilato, alla reazioneegedente sono stati aggiunti 60di acqua
RNase-freg(IVT), 350 ul di IVT cRNA Binding Buffee 250 | di etanolo (96-100%). I
campione (7001) é stato trasferito nella colonnitdT cRNA Cleanup Spin Columeollocata
precedentemente in wollection tubeda 2 ml, ed é stato centrifugato per 15 second8a00

x g ( 10000 rpm). Eliminati ilflow-through e il collection tube la spin columne stata
trasferita in un nuoveollection tubeda 2ml, sono stati aggiunti 500 di IVT cRNA Wash
Buffernellaspin columred e stata centrifugata per 15 secondiB®00 x g, eliminando flow-
through Successivamente sono stati aggiunti 508i etanolo 80% (v/v) e la colonnina é stata
centrifugata per 15 secondi a8000 x g, scartando flow-through La spin columné stata

centrifugata, con il tappo aperto, per 5 minuti5dd0 x g ed e stata trasferita in un nuovo



collection tube Il cRNA e stato eluito aggiungendo 1lLdi acquaRNase-frealirettamente al
centro della membrana e centrifugando per 1 miaut8000 x g. Il passaggio dell’eluizione e

stato ripetuto una seconda volta.

3.11.7 Quantificazione e frammentazione del cRNA

Il cRNA é stato quantificato mediante una doppia lettuia spettrofotometro NanoDrop ND-
1000 ad una lunghezza d’onda di 260 nm.

La frammentazione del cRNt#argetprima dell’ibridizzazione subeneChip probe arrag una
fase molto importante per la buona riuscita delgsagll cRNA utilizzato per la
frammentazione deve essere molto concentrato gee an volume ridotto durante il processo,
al fine di limitare la concentrazione del magnes& cocktail finale di ibridizzazione. La
reazione di frammentazione é stata allestita inalame finale di 30 ul, aggiungendo 6 pl del
buffer di frammentazione 5X a 15 pg di cRNA biotinilat@a miscela e stata incubata per 35

minuti a 94°C e successivamente raffreddata a 4°C.

Un normale processo di frammentazione genera wtakdizione di frammenti di RNA che

vanno da 35 a 200 basi. La frammentazione e statiaotiata su gel di agarosio al 2%.

3.11.8 Ibridizzazione
Il cRNA precedentemente frammentato e stato uti@gonaiscela di ibridizzazione nel seguente

modo:

10 pg di cRNA frammentato

3,3 ul di Oligonucleotide B2 di controllo 3nM (Affiyetrix)

10 pl Controllo Eucariotico di Ibridizzazione 20Mi@B, bioC, bioD, cre), (Affymetrix)
2 pm di DNA di sperma di aringa 10mg/ml (Promega Cogbion)

2 ul di BSA acetilato 50 mg/ml (Invitrogen Life Tlewologies)

100 pul delbufferdi ibridizzazione 2X*



20 pl di DMSO
H20 per arrivare ad un volume finale di 200 pl

* Bufferdi ibridizzazione 2X (50 ml):

- 8,3 ml di MES stock 12X**
- 17,7 ml di NaCl 5M

- 4,0 ml di EDTA 0,5M

- 0,1 ml di Tween 20 al 10%
- 19,9 ml di acqua

*MES Stock 12X pH 6,6 (1000 ml):

- 70,4 g di MES-free acido monoidratato

- 193,3 g MES Sodium Salt

- 800 ml di acqua sterilBNase-free
La miscela di ibridizzazione € stata incubata peniuti a 99°C, al fine di denaturare |l
campione. Nel frattempodiray € stato equilibrato con un volume appropriatdodifer di
ibridizzazione 1X, in rotazione per 10 minuti a @5°ll cocktail di ibridizzazione e stato
portato a 45°C per 5 minuti ed infine centrifugat®5000 x g per 5 minuti, al fine di rimuovere
eventuali sostanze insolubili. Buffer di ibridizzazione 1X e stato rimosso daifay e 130 pl
della miscela di ibridizzazione sono stati insentiediante micropipette sterili, neltfray. La

reazione di ibridizzazione é stata effettuata jreacl6 ore a 45°C in rotazione (60 rpm).

3.11.9 Lavaggi e marcatura del campione

Per i lavaggi e per la marcatura sono stati prépesaguentbuffer.

1) Bufferperilavaggi:
Wash Buffer AWash BuffeNon-Stringente (6X SSPE, 0,01% Tween-20)

(20X SSPE: 3M NacCl, 0.2M NaH2P0O4, 0.02M EDTA)



Wash Buffer BWash BuffelStringente (100 mM MES, 0,1M NacCl, 0,01% Tween-20)
2) Bufferper la marcatura:

Soluzione SAPEG600 pl di stain buffer2X (100 mM MES, 1M NacCl, 0.05% Tween-

20), 48 ul di BSA 50 mg/ml, 12 pl di StreptavidiReoeritrina (SAPE) 1mg/ml e 540
pl di acqua sterile (il tutto é stato diviso in dakguote da 600 pl che sono state
utilizzate rispettivamente per glainl e 3).

Soluzione anticorpale800 ul distain buffer2X, 24 pl di BSA 50 mg/ml, 6 ul dsoat

IgG stock 10 mg/ml, 3,6 ul di anticorpi biotinila®,5 mg/ml e 266,4 ul di acqua

sterile.

Trascorse le 16 ore di ibridizzazionecdcktail di ibridizzazione é stato rimosso arfay e
stato completamente riempito corbifferdi ibridizzazione non stringent®ash Buffer A Il
vetrino é stato inserito nelfuidic station 450 dove sono stati impostati i seguesitep di

lavaggio e marcatura:

Lavaggio 1 di post ibridizzazione: 10 cicli a 25fGvash Buffer A
Lavaggio 2 di post ibridizzazione: 4 cicli a 50%0wash Buffer B
Marcatura: 10’ in soluzione SAPE a 25°C

Lavaggio post marcatura: 10 cicli a 25°Ganash Buffer A
Seconda marcatura: 10’ in soluzione anticorpalg°&€2

Terza marcatura: 10’ in soluzione SAPE a 25°C

Lavaggio finale: 15 cicli a 30°C wash Buffer A

Temperatura finale di 25°C.

3.11.10 Quantificazione del segnale da un immagiseansionata.
Il risultato della scansione consiste in un'immagidalla quale €& possibile ottenere le

informazioni, in termini quantitativi, relative abkpressione dei geni presenti sul vetrindilél



di immagine, che si ottiene dalla scansione dirddhavetrino, €& urfile .dat di circa 50 MB
costituito da ~10pixel, & una mappa d'intensitd in due dimensioniadsuperficie del
microarray ed i segnali di fluorescenza sono immagazzinatisoei pixel. Ogni spot del
microarray € formato da 10x10 pixel, ognuno dei quali cordiem’informazione quantitativa
dello spot relativa al segnale piu il rumore di fondo. Pem@a cosa € necessario identificare la
posizione di ognspotsul supporto. Cid avviene grazie all’allineamestdl’immagine di una
griglia in modo tale da poter delimitare il segnadgativo ai diversiprobe nonché poter
collegare lo schema degpotad un file allegato, che contiene le informaziasiative alle
sonde, tra cui il nome del gene corrispondente @abici d’identificazione nelle banche dati
genomiche. Una volta che gpotsono stati identificati, € necessario separateritributo del
segnale da quello dddackground Il rumore di fondo viene calcolato come la deioaez
standard del 2% dei segnali di una particolare eostituita da 16 o piu regioni dedfray. Al
termine del filtraggio si ottiene, in un .cidke, un'immagine di 8x8 pixel rappresentativa del
segnale di fluorescenza di ciascprobe privato del rumore di fondo. Il .cdlle € unfile
numerico in cui sono immagazzinate le informaziatative alla quantita di fluorescenza di
ciascunprobesull’array. Per ottenere una misura quantitativa dell'espoassdi ciascun gene
nei vari campioni &€ necessario integrare I'inforoae quantitativa di ogrprobe appartenente
ad unprobe setlL’algoritmo MASS5, implementato nsbftwareGCOS (Affymetrix), utilizza la
metodica delld@ ukey Biweightche per ognprobe setalcola la media pesata di ogni coppia di

sonde PMPerfect Match-MM (Mismatch).

3.11.11 Normalizzazione e filtraggio dei dati.

L’obbiettivo dell’esperimento dnicroarray si fonda sull’identificazione dei geni differenizja
tuttavia, &€ possibile che alcuni geni apparenteméifferenziali siano in realta falsi positivi,
dovuti ad errori sistematici e variabilita sperirteda (variazioni che derivano da errori nella

preparazione del campione, dalla realizzazione Iopdacessamento degtirray: marcatura,



ibridizzazione e scannerizzazione). Si deve perti@durre una fase di normalizzazione dei

dati.

La normalizzazione serve per rendere confrontabdiati provenienti daarray, e quindi
campioni, diversi. La normalizzazione dei dati necroarray viene effettuata sull'intersetdi

geni presenti sul vetrino. | presupposti di talenmalizzazione sono:

i geni presenti sul vetrino sono un campionamentpia e rappresentativo di tutti i geni

espressi dal campione;

la maggior parte dei geni espressi dai vari campm@m varia significativamente nelle
condizioni sperimentali analizzate, ovvero il trdsoma globale della cellula € costante e

solo una piccola percentuale dei geni varia la paogspressione nei diversi campioni.

La normalizzazione dei dati nel metodo dell'algmat MASS viene effettuata tramitzaling
l'intensita di ogniprobe sewiene “scalata” in modo da rendere I'intensita raed tutti i probe

set in ogniarray, pari ad un’intensitéargetdecisa dall’'utente, che di solito viene posta a 500

Dopo la normalizzazione si procede con il filtragdei dati: vengono eliminati tutti querobe
set che non sono espressi in nessun campione, ovMeeo vengono definiti “assenti”

dall'algoritmo didetectionin tutti i campioni.

| geni differenziali sono stati selezionati idemindo, in primo luogo, tutti i geni definiti
“increased o “decreased dall'algoritmo change dell’analisi di comparisonnei campioni
PNA,t vs CTRL e PNAy: vs PNAw, quindi, sono stati scelti solo quelli con uog ratio>1 o

<-1 (Fold change>2).



3.12 Studiin vivo

3.12.1 Modello murino

Gli studi in vivo sono stati eseguiti su un modello murixenograftdi rabdomiosarcoma
alveolare, che e stato messo a punto in uno sfuditedente [153]. Tutti gli esperimenti sono
stati approvati dal Comitato Etico Scientifico défiiversita di Bologna (prot. N° 47621-x/6 e
prot. N° 46903-x/6) e condotti nel Centro unificatioRicerca Biomedica Applicata (CRBA,

www.CRBA.it).

Topi nudi CD1 dell'eta di 6 settimane sono statjustati dai Laboratori Charles River e, per
farli ambientare prima di iniziare gli esperimersipno stati tenuti nello stabulario con cibo ed
acquaad libitum per una settimana. Un totale di 7R1¢ellule RH30, in fase di crescita
logaritmica, sono state centrifugate e risospesel(0 pl di soluzione fisiologica. Le
sospensioni cellulari sono state iniettate sot@®cabn una siringa da insulina, nel dorso dei

topi anestetizzati con Zoletil 50 (10 pl intramusgo

3.12.2 Trattamentoin vivo con il PNA

| topi sono stati divisi in tre gruppi:

[) 8 topi sono stati trattati con PNAisospeso in soluzione fisiologica;
II) 8 topi sono stati trattati con PNArisospeso in soluzione fisiologica;

[II) 8 topi sono stati trattati con soluzione fisiolaygeguendo le stesse modalita.

Le iniezioni sono state eseguite per via intrapagale con PNg& o PNAL,: 50mg/kg in 100

pl di soluzione fisiologica, le prime tre ogni 2dece le successive ogni 48 ore. Il trattamento
complessivamente e durato 17 giorni. Durante tigttstudio sono stati monitorati il peso e |l
comportamento generale di ogni topo. Al termindadstudio i topi sono stati sacrificati e

sottoposti ad autopsia.



3.12.3 Valutazione del tumore mediante micro-PETRositron Emission

Tomography

La Tomografia ad Emissione di Positroni (PET) € t@enica non invasiva della Medicina
Nucleare sviluppata a meta degli anni '70, che p#arla ricostruzione tridimensionale degli
organi nei quali si distribuiscono i radiotracciafnadioisotopi associati a specifiche molecole),
all'interno di un soggetto vivo [154, 155]. La PET sta affermando come tecnicaiaiaging
molecolare per la specificita e I'accuratezza sopealle comuni tecniche di diagnosi per
immagini (come TAC (Tomografia Assiale Computerizgae MR (Risonanza Magnetica)) ed i
principali campi di applicazione sono I'oncolodaneurologia e la cardiologia. La micro-PET &
un tomografo PET creato per studi sui piccoli animia esperimento (topi, ratti, cavie, etc.), che
permette di realizzare studi longitudinali su arimé&i, che non devono essere sacrificati per
ogni analisi, diminuendo notevolmente il numeradimali utilizzati. Un radiotracciante molto
utilizzato nellimagingdei tumori & i'*F-FDG (2-{°F]fluoro-2deossi-D-glucosio), un precursore
del glucosio che, iniettato nel sangue, viene tetigpo all'interno delle cellule e si accumula in
guelle che, come le cellule cancerose, hanno watelenetabolismo cellulare.

Tutti gli animali sono stati sottoposti & -FDG-micro-PET due giorni dopo l'inoculo delle
cellule e sono stati utilizzati per lo studio saldopi con un segnale positivo nella sede
dellinoculo, perché, sulla base degli studi cotidptecedentemente [153], i topi risultati
negativi avevano una scarsa probabilita di svilepphtumore. Tutti gli animali sono stati
sottoposti a tre successive analisi micro-PET: 4,e120 giorni dopo l'inoculo. L'intera
procedura diagnostica é stata svolta, come pretamente descritta [153], presso la Medicina
Nucleare dellAzienda Ospedaliero-Universitaria Sdda-Malpighi e consiste di questi

passaggi fondamentali:

1. Prima anestesia: Sevofluorane 3-5% e ossigenoid.|/m

2. Iniezione intravenosa del radiofarmaco: 20 MBq&k-EDG, in un volume di 100 pl.



3. Tempo diuptake(60 minuti): durante questo periodo I'animale egiio.
4. Seconda anestesia: Sevofluorane 3-5% e ossigénont |
5. Acquisizione delle immagini: le immagini sono statuisite utilizzando un Tomografo
ad Emissione di Positroni per piccoli animali (edyg Vista DR, GE) per un tempo
complessivo di acquisizione di 20 minuti in un silegstep
6. Recupero: I'anestesia viene interrotta e I'animadme posto in una camera riscaldata fino
al completo recupero.
7. Ricostruzione delle immagini: le immagini vengoiostruite iterative (OSEM 2D) e lette
nei tre piani (assiale, sagittale e coronale).
8. Interpretazione delle immagini:
Interpretazione visiva: viene eseguita due giorapal I'inoculo delle cellule e
l'analisi € considerata positiva se vi € un’areaadmentatouptake di FDG in
corrispondenza del sito di inoculo.
Analisi semi-quantitativa: viene eseguita per agmnore identificato, utilizzando il
valore TBR [Target to Background Rafio La regione di interesse (ROI) &
posizionata sull'area piu attiva della massa nestigla e il BackgroundROI e

posizionato sul polmone. TBR viene calcolato cofotenula:

TBR = valore massimo in ROI / valore medidBackgroundROl

Il valore medio TBR e stato calcolato per ogni gmupll tessuto sottocutaneo

normale ha un TBR di 0,3.

9. Analisi statistica: il TBR della prima scansionestato confrontato con il TBR delle
scansioni successive (quattro complessivamentedjamte il test t di Student [156]. La
significativita statistica tra i valori sperimeritél stata determinata utilizzando il testt e le

differenza é stata considerata significativa se @0



3.12.4 Analisi di tossicita in vivo del PNA

Per valutare il potenziale effetto tossico del RNA& stata effettuata un’analisi istologica in tutti
i principali organi, in topi transgenici 129X1/Ssdttoposti allo stesso schema di trattamento con
PNA,: 0 soluzione fisiologica. Sono stati valutati: cygpelmoni, fegato, pancreas, ghiandole
parotidi, esofago, intestino, reni, ghiandole suaig utero, ovaie, milza, timo, cervello, midollo
osseo e sangue periferico. Gli organi sono stasisirie paraffina, tagliati al microtomo e valutati
in vetrini dopo colorazione con ematossilina-eosiPer valutare le cellule del midollo osseo e
del sangue periferico, e stata utilizzata la caior@e con May-Grunwald-Giemsa.

Per la colorazione ematossilina-eosina, i vetrom sezioni di tessuto sono stati sottoposti ad
incubazioni successive in toluolo, etanolo 100%nelo 95%, etanolo 70%, acqua distillata,
ematossilina, acqua distillata, eosina, acqualldistj etanolo (3 volte) e toluolo (2 volte). Dopo
aver montato il vetrino coprioggetto, i campionnsastati osservati al microscopio ottico.

Per la colorazione con May-Grunwald-Giemsa, i wetdon gli strisci di sangue sono stati
sottoposti ad incubazione con May-Grunwald per 8utiie, dopo un lavaggio in acqua, con
Giemsa per 7 minuti. Dopo un ulteriore lavaggicasgua distillata, € stato montato il vetrino

copri oggetto ed i campioni sono stati osservatnigroscopio ottico.



5. Risultati

5.1 Amplificazione diMYCN nelle linee cellulari di RMS

Per caratterizzare lo stato di amplificazione delfogeneMYCN nelle linee cellulari di RMS
utilizzate negli studin vitro, il numero di copie geniche dYCN é stato valutato mediante
FISH. Dall’analisi sulle 4 linee cellulari di ARME&RH30, RH4, RH28 e RMZ-RC2), & emerso
che tutte presentano amplificazione genica, conemase copie dMYCN (figura 9A-D).

Invece, I'analisi sulle linee cellulari di ERMS (BB, SMS-CTR, CCA e RD) ha indicato che

le cellule RH36 e SMS-CTR presentano multiple cqdié copie) diMYCN (figura 9E-F),

mentre le CCA e RD hanno solo i due segnali norffiglira 9G-H).

Figura 9. FISH su interfasi delle linee cellulari di RMS. MS: RH30 (A), RH4 (B), RH28 (C) e RMZ-RC2 (D).
ERMS: RH36 (E), SMS-CTR (F), CCA (G) e RD (H).

5.2 Espressione dMYCN nelle linee cellulari di RMS

L’espressione dell’oncogendYCN nelle linee cellulari di RMS (RH30, RH4, RH28, RMZ
RC2, RH36, SMS-CTR, CCA e RD) e stata valutataprimo luogo, a livello di mRNA,

mediante analisi quantitativReal-TimePCR. L’analisi e stata realizzata normalizzando la



media dei Ct dMYCN rispetto alla media dei Ct dei gemousekeepindACTB GAPDH e
ATP5B. Si e osservato che I'espressiondVi¥CN e maggiore nelle linee cellulari di ARMS,

rispetto alle linee di ERMS ed in particolare Idude RD non esprimontYCN(figura 10).
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Figura 10. Valutazione dell’espressione genicatY CN medianteReal-TimePCR nelle linee cellulari di RMS.

Quindi, I'espressione dYCN é stata valutata anche a livello di proteina, retiwestern

blot. I livelli di proteina N-myc nelle varie linee delari di RMS sono stati confrontati con
quelli della proteina Beta-actina. L’analisi delfgoteine ha confermato che N-myc e
maggiormente espressa negli ARMS rispetto agli ERMSIn particolare, le cellule RD non

esprimono la proteina (figura 11).
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Figura 11. Valutazione dell'espressione della proteina N-mgtie linee cellulari di RMS medianteestern blat

Ogni campione rappresenta una quantita di profeaniea 30 ug.



5.3 Espressione dPAX-FKHR nelle linee cellulari di RMS

L’espressione dei trascritti di fusiom®AX3-FKHRe PAX7-FKHREé stata valutata, mediante
analisi quantitativaReal-TimePCR, nelle linee cellulari di RMS (RH30, RH4, RHF3\VZ-
RC2, RH36, SMS-CTR, CCA e RD). L'analisi e statalizzata normalizzando la media dei Ct
di PAX-FKHRrispetto alla media dei Ct dei gdrousekeepinACTB GAPDHe ATP5B. Si e
osservato che le cellule RH30, RH4 e RH28 esprinfohE3-FKHR le RMZ-RC2 esprimono

PAX7-FKHRe le cellule di ERMS non presentano i trascritfudione (figura 12).
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Figura 12. Valutazione dell’espressione dei trascritti diifue PAX3-FKHRe PAX7-FKHR medianteReal-Time
PCR, nelle linee cellulari di RMS.

Successivamente, I'espressione delle proteine slorfie Pax-Fkhr € stata valutata mediante
western blat utilizzando un anticorpo contro la regione C-terate di Fkhr. L'analisi ha
indicato che, nelle linee cellulari di ARMS, songpeesse sia la proteivald-type sia quella
riarrangiata, mentre, nelle linee cellulari di ERMSpresente solo la proteindd-type (figura

13).
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Figura 13. Valutazione dell'espressione della proteina Fkiglle linee cellulari di RMS medianteestern blat

Ogni campione rappresenta una quantita di profednea 30 jug.

5.4 Ingresso nel nucleo del PNA anti-gene antitY CN

Per valutare la capacita del PNAconiugato al’NLS) di penetrare nelle cellule umaadi
RMS e verificarne la localizzazione intracellulate, cellule RH30 (ARMS) e SMS-CTR
(ERMS) sono state trattate con il PiAoniugato con rodamina a concentrazionerd Le
immagini al microscopio a fluorescenza hanno mtstthe, gia dopo 2 ore dal trattamento, |l

PNA-NLS rodaminato é penetrato nelle cellule di RMS & accumulato a livello del nucleo

(figura 14).

RH30 SMS-CTR

Figura 14. Ingresso nel nucleo del PNA in cellule RH30 e S®MR dopo 2 ore di trattamento con PNA (10
).



5.5 I PNA anti-gene anti-MYCN inibisce I'espressiaoe di MYCN nelle cellule

che esprimono MYCN

Per verificare I'effetto anti-gene del Pl\#e stata valutata I'espressioneMiY CNdopo 12 ore
di trattamento con PNA 0 PNAy,: (10 mM) in tutte le linee cellulari di RMS (RH30, RH4,
RH28, RMZ-RC2, RH36, SMS-CTR, CCA e RD). L'analisiedianteReal-TimePCR ha
mostrato che il trattamento con il PlMAnibisce I'espressione dYCNin tutte le cellule di
RMS che esprimono lI'oncogene. L'inibizione e cidel 60% nelle cellule di ERMS (RH36,
SMS-CTR e CCA) e nelle RMZ-RC2 (ARMS) e raggiung@d% nelle altre cellule di ARMS

(RH30, RH4 e RH28) (figura 15).
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Figura 15. Valutazione dell’espressione MiYCN a livello di mRNA, nelle linee cellulari di RM$8lopo 12 ore di
trattamento con PNAe PNA,, (10 M).

L’espressione diYCNe stata analizzata piu approfonditamente nelleledRH30 a livello di
mMRNA e di proteina, dopo 6 e 12 ore di trattameria PNA,: 0 PNAn: (10 0 20 M).
L’analisi medianteReal-TimePCR ha mostrato che il trattamento con RNAO M) riduce i
livelli di mRNA circa del 65 e 75%, rispettivamentopo 6 e 12 ore, e il trattamento con

PNA.: (20 M) inibisce la trascrizione circa del 75 e 80%petivamente, dopo 6 e 12 ore



(figura 16). Invece, il trattamento con PNA(10 e 20 M) non modifica la trascrizione del

geneMYCN indicando che I'effetto del trattamento e altateesequenza-specifico (figura 16).
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Figura 16. Valutazione dell’espressione MYCN a livello di mRNA, in cellule RH30, dopo 6 e 12eodi
trattamento con PNA e PNA,, (10 e 20 M).

L’analisi mediante western blot ha mostrato che il trattamento con RNA
inibisce la sintesi della proteina N-myc, alla centtazione di 20 M, osservata dopo 6 ore dal
trattamento e I'effetto risulta molto piu eviderdd entrambe le concentrazioni dopo 12 ore
(figura 17). Analogamente a cio che si e vistovallo di mMRNA, il trattamento con PN 10

e 20 M non modifica I'espressione della proteina N-myadicando che [leffetto del

trattamento e altamente sequenza-specifico (fijdya
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Figura 17. Valutazione dell'espressione MYCN a livello di proteina, in cellule RH30, dopo 612 ore di

trattamento con PNA e PNA,(10 e 20 M). Ogni campione rappresenta una quantita di preteari a 30 ug.



5.6 Il PNA anti-gene antiMYCN induce modificazioni della morfologia nelle

cellule di rabdomiosarcoma corMY CN amplificato

La morfologia cellulare é stata valutata sulleuwdelRH30 dopo 24 o 48 ore di trattamento con
PNAy 0 PNAw: (10 puM), osservando le cellule al microscopio cotti Dopo 24 ore di
trattamento, l'effetto del PNA € evidente a livello della morfologia cellularehecrisulta
alterata (figura 18). L'effetto appare accentuatpal 48 ore di trattamento (figura 18). Le
cellule trattate perdono la loro morfologia canastéeca con prolungamenti ed assumono un
aspetto globoso. Il PNAy, invece, non altera la morfologia cellulare (figur8), confermando

la specificita d'azione del PNa

Figura 18. Osservazione al microscopio ottico delle cellule3RHiopo 24 o 48 ore di trattamento con BN&
PNA,.: (10 uM). A: CTRL 24h; B: PN 24h; C: PNA.:24h; D: CTRL 48h; E: PN{48h; F: PNA, 48h.
5.7 Il PNA anti-gene antiMYCN riduce l'attivita metabolica cellulare nelle

cellule di rabdomiosarcoma corMYCN amplificato

Per valutare I'effetto antitumorale del Pl\jAle cellule RH30, RH4, RH28, RMZ-RC2, CCA,

SMS-CTR, RH36 e RD sono state trattate con RNAPNAy,: (10 M) e lattivita metabolica



cellulare é stata quantificata, mediantekil ATPlite, dopo 24, 48, 72, 96 e 120 ore di
trattamento. L’attivita metabolica cellulare e ®rtente ridotta nelle cellule di ARMS, che
presentano I'amplificazione ed un’elevata espressidi MYCN Ad esempio, la riduzione
dellATP raggiunge circa il 90% nelle cellule RHZBpo 120 ore di trattamento (figura 19).
Per quanto riguarda le cellule di ERMS, l'attivitéetabolica cellulare € inibita circa del 50%
dopo 120 ore di trattamento nelle CCA, SMS-CTR e3Rldhe esprimondYCN mentre il
PNA.: non ha effetto sulle cellule RD che non esprimbh¢CN (figura 19). Questo risultato é
un ulteriore indicatore della specificita dell'datfe anti-gene antiMYCNdel PNAy. Il PNAG
non ha effetti sull'attivita metabolica in nessumea cellulare (figura 19), indicando anche la

mancanza di citotossicita del trattamento con PNA.
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Figura 19. Valutazione dell'attivita metabolica cellulare leelinee di RMS dopo trattamento con PNAwt e

PNAmut (10mM) dopo 24, 48, 72, 96 e 120 ore, mediantetiATPlite.

5.8 Il PNA anti-gene antiMYCN induce apoptosi nelle cellule RH30

Al fine di caratterizzare I'effetto biologico deNA,;, € stato eseguito un saggio per verificare
se la morte cellulare associata al trattamentoefo®nducibile ad un fenomeno apoptotico.
L’apoptosi e stata valutata su vetrino, mediantéNEU, in cellule RH30 dopo 24 e 48 ore di

trattamento con PNA e PNA.: 10 e 20nM. L’analisi ha mostrato che, in seguito a
trattamento con PNA (10 nM), le cellule in apoptosi rappresentano circad?@ed il 50%

dopo, rispettivamente, 24 e 48 ore, mentre, coRNA,; (20 mM), le cellule in apoptosi

raggiungono il 40% ed il 70% dopo, rispettivameie e 48 ore (figura 20).
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Figura 20. Valutazione dell'apoptosi dopo 24 e 48 ore diténaiento con PNA e PNA, (10 e 20mM),

mediante la tecnica TUNEL.

5.9 Analisi dell’espressione genica mediantaicroarray Affymetrix

Per identificare i geni coinvolti effettivamentel meeccanismo di azione del P)NAé stato
eseguito uno studio di analisi di espressione @enitraversanicroarray Affymetrix sulla
linea cellulare RH30 controllo e dopo 12 ore ditaiaento con PN#g& € PNAq: (10 nM). In
seqguito all’analisi dei risultati ottenuti sono tstadividuati i geni differenzialmente espressi
nelle cellule trattate con PNArispetto ai controlli e ai trattati con PNA. In particolare sono

stati individuati:

70 geni indotti dal trattamento con PMA

125 geni repressi dal trattamento con RNA

Invece, il trattamento con PN#xnon altera in modo significativo I'espressione ganiinfatti
analizzando il profilo globale dell'espressione igane calcolando il coefficiente di

correlazione fra i vari campioni abbiamo ottenutalori:
PNAu vs PNAw: (F)=0,751

PNA,: vs CTRL (f)=0,732



PNAm«vs CTRL (£)=0,920

Cio dimostra che il profilo di espressione del camp trattato con PNA: non differisce dal
controllo, mentre il PN4 induce una modificazione dell’espressione geniearispetto al

controllo che rispetto al trattato con PNA

| geni indotti e repressi sono stati caratterizzatiraverso I'analisi di Gene Ontology,
utilizzando il database DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) [Ip Tra i geni
indotti dal trattamento con il PNA 26 sono coinvolti nell’adesione cellulare, 7 aell

trascrizione ad opera della RNA polimerasi Il erb@ltri processi cellulari (figura 21).

P-Value - Benjamini >

GOTERM_BP_ALL homaophilic cell adhesion RT o 23 26,4 B,2E-29 2,8E-25
GOTERM_BP_ALL cell-cell adhesion RT o 23 264 7,2E-24 1,2E-20
GOTERM_BP_ALL cell adhesion RT e 286 29,9 8,2E-17 1,3E-13
GOTERM_BP_ALL trfunnii;i;r:icrn from RNA polvmerass 11 RT 7 8,0 2,462 1,0E0
GOTERM_BP_ALL cellular process RT 66 75,2. 3,72 1,0EQ
GOTERM_BP_ALL calcium-dependent cell-cell adhesion RT m 2 23 9,1E-2 1,0ED

Figura 21 Analisi di Gene Ontology sui processi biologicicui sono coinvolti i geni indotti dal trattamerdon il
PNA:.

Tra i geni repressi dal trattamento con il RWNA9 sono coinvolti nel metabolismo cellulare,

11 nel ciclo cellulare, 10 nella regolazione negatiei processi cellulari e 26 nella trasduzione

del segnale (figura 22).

GOTERM_BP_3 primary metabalism AT 59 48,4 7,1E-3 8,5E-1
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GOTERM_BP_3 negative regulation of cellular process RT == 10 8,2 2,8E-2 7,8E-1
GOTERM_BP_3 nfog:;:is\.;e regulation of physiological BT a 7.4 4,862 8,561
GOTERM_BP_3 cell oraanization and biogenesis RT — i5 12,3 7,4E-2 9,5E-1
GOTERM_BP 3 =ignal transduction 2§ I 26 21,3 9,86-2 9,7E-1

Figura 22. Analisi di Gene Ontology sui sui processi biolagiccui sono coinvolti i geni repressi dal trattmio
con il PNA.



Tra i geni identificati come indotti e repressi tfattamento con il PNg sono stati individuati
alcuni geni particolarmente interessanti, perchi@widti in ciclo cellulare, apoptosi, motilita

cellulare, metastatizzazione, angiogenesi e migjene

5.10 Validazione dei geni differenzialmente esprass

| dati ottenuti, dall’'analisi mediantaicroarray, sui geniTIAL1, P21, BTG2 GDF15 MSX2
CBX4 DTX3 MET, PLK4, CDK9, EIF4E, BMP5 ed ADAM10 sono stati validati mediante
Real-TimePCR sulle cellule RH30 dopo 12 ore di trattameatio PNA: (figura 23). Gli stessi
geni sono quindi stati valutati su tutte le lineeRMS utilizzate nello studio, sottoposte
anch’esse a 12 ore di trattamento con RINAer valutare un loro possibile coinvolgimento

nella tumorigenesi degli ARMS e degli ERMS, cotametdi MYCN (figura 23).
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Figura 23. Valutazione dell’espressione genica medidéal-TimePCR su tutte le linee cellulari di RMS dopo
trattamento con PNA



Come si puo osservare dalla figura 23, alcuni gemePLK4, ADAM1Q TIAL1 e p21 sono

risultati target dMYCNin tutte, o nella maggior parte, delle linee deliy sia di ARMS che di
ERMS, suggerendo che potrebbero essere tardd¥ diNin tutti i RMS. Invece, nelle cellule
RD, che non esprimondMYCN il trattamento con PNA non induce modificazioni

sull’espressione di questi geni, confermando cine trget specifici diMYCN

Su tutte le linee cellulari di ARMS é stata valotainche I'effetto del PN& sull’espressione
dei geniMYC, PAX e dei geni di fusion®AX-FKHR In tutte le linee, il PN4& non modifica
I'espressione di MYCN (figura 23), indicando cheffétto del PNAy: € specifico peMYCN
Inoltre, linibizione di MYCN causata dal PNA determina un’inibizione anche

dell’'espressione dei geni di fusioRAX-FKHR ma non dei gerwild-type(figura 23).

L’espressione di alcuni dei geni differenzialmeaspressi € stata valutata anche a livello di
proteina, mediantevestern blatsu cellule RH30. Le proteine Myc, Fkhr e Pax3-FRYiet e
p21 sono state analizzate in cellule RH30 contreliattate con PNA e PNAy,: (10 e 20nM)

per 12 ore. Il trattamento con PiyAon ha effetti sull'espressione delle proteine MyEkhr
wild type ma inibisce I'espressione della proteina di fosid?ax3-Fkhr e di Met ed induce

I'espressione di p21 (figura 24).
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Figura 24. Valutazione, mediantavestern blat delle proteine Fkhr, Pax3-Fkhr, Met e p21 in WellRH30
controllo e trattate con PNAe PNAy,: 10 e 20nM. Ogni campione rappresenta una quantita di pretpari a 30
Hg.

5.11 Il PNAanti-gene antiMYCN inibisce la crescita tumoralein vivo

Per verificare I'effetto tumorale del PNAIn vivo, topi nudi conxenograftdi ARMS umano sono stati
trattati per via intraperitoneale con 10 sommimiiwni di PNA,: 0 PNAw: (50 mg/kg) o di soluzione
fisiologica, nell’arco di 17 giorni. La crescitanborale & stata valutata mediante micro-PET con il
tracciante'®F-FDG. Il segnale metabolico tumorale & stato quantifieatcaverso il valore TBR
(Target to Background Rabio Dopo linoculo delle cellule RH30, il TBR aument

progressivamente per i tumori dei topi controltratati con PNA., mentre si riduce nei topi

trattati con PNAy: (figura 25).



Figura 25. Valori di TBR (Target to Background Rafimei topi controllo e trattati con PNAe PNA.

L’'analisi al termine del trattamento con il Pi)Aa mostrato una completa eliminazione del
segnale metabolico tumorale nel 70% dei casi (fig26) e una riduzione del segnale nel
restante 30% degli animali. Invece, il trattamerda PNAy,: non ha manifestato effetti (figura

26), in accordo con i risultati ottenuri vitro.

Figura 26. Immagini di micro-PET su topi controllo o trattabn PNA,; 0 PNA



5.12 Il PNA anti-gene antiMYCN non mostra alterazioni istologiche nei

tessuti esaminati

Per valutare il potenziale effetto tossico del RNA& stata effettuata un’analisi istologica in
tutti i principali organi, in topi trattati con piabo o con PNg. L’analisi non hamostrato
alterazioni anatomo-patologiclsggnificative nei tessuti dei topi trattati, risfper quelli dei topi
controllo (figura 27), indicando che il PNAnon altera la morfologia cellulare dei principali

organi, dopo 20 giorni di trattamento.
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Figura 27. Analisi istologica dei principali organi dopo tramtento con PN# (colorazione con ematossilina-eosina
0 con May-Grunwald-Giemsa). C: topi trattati cotugmne fisiologica; T: topi trattati con PNA



6. Discussione

Oggigiorno, il trattamento del rabdomiosarcoma (RNd&vede un approccio multimodale,
che combina la chemioterapia con la chirurgiamdioterapia e che ha permesso di migliorare
notevolmente la prognosi e di raggiungere, complasgente, una sopravvivenza a 5 anni
superiore al 70% [158]. Cid nonostante, alcuniofatprognostici negativi, come [l'istologia
alveolare, I'eta del paziente inferiore ai 10 amnia presenza di metastasi, definiscono una
classe di RMS ad alto rischio, con prospettivaith areve e che necessita di nuove strategie
terapeutiche. La potenziale importanzaMlY CN nell'oncogenesi del RMS (sia ARMS che
ERMS), associata alla mancanza di espressioneessiitt adulti non tumorali, lo rende un

bersaglio interessante per lo sviluppo di nuovagiernei tumori che esprimomdYCN

Nel laboratorio presso il quale € stato svoltotlad® del dottorato (Laboratorio di Oncologia
ed Ematologia Pediatrica “Lalla Seragnoli”, predso Clinica Pediatrica del Policlinico
Sant’Orsola-Malpighi di Bologna, Prof. Andrea Pes$j sono stati sviluppati un PNA (acido
peptido nucleico) antisenso [134] e un PNA antiggepecifici perMYCN [135]. E’ stato
dimostratoin vitro, in linee cellulari di neuroblastoma, che il PNAtisenso antMYCN
complementare alla sequenza dellmRNA, inibiscesdiessione della proteina N-myc,
riducendo la proliferazione cellulare ed inducendo blocco del ciclo cellulare in fase G1
[134]. Successivamente e stato sintetizzato un RIN#gene complementare al filamento
codificante del DNA, per inibire [|'espressione geni a livello trascrizionale. La
somministrazione di questo PNA anti-gene, in limedulari di neuroblastoma, ha causato
un’inibizione dell’espressione diYCNa livelli di mRNA e di proteina ed una riduzionelld
proliferazione maggiori rispetto al PNA antisend84]. La maggiore efficacia della strategia
anti-gene rispetto a quella antisenso deriva, daton dal fatto che il numero thargeta livello

di DNA (copie geniche) e inferiore al numero distratti (anche in presenza di amplificazione



di MYCN) e, dall’altro, dal fatto che probabilmente I'dffe del PNA ha maggiore durata a
livello del DNA piuttosto che a livello degli mRNAhe sono piu instabili.

Lo scopo del progetto di ricerca di questo dottorat stato la valutazione dell’effetto
antitumorale di un PNA anti-gene aMi¥ CNnel rabdomiosarcoma& vitro, su linee cellulari
umane di ARMS ed ERMS, ebh vivo, utilizzando un modello murino dkenograft di

rabdomiosarcoma alveolare umano.

Le linee cellulari di RMS sono state caratterizzage'amplificazione e I'espressione genica di
MYCN indicando, in accordo con gli studi presentiettdratura [23], che il numero di copie
geniche e I'espressione BiYCNeé maggiore negli ARMS che negli ERMS e che neliVS

il numero di copie geniche e i livelli di mMRNA sotra loro correlati.

Il PNA anti-gene antMYCN coniugato ad un segnale di localizzazione nucl@dksS) penetra
nelle cellule di RMS, si localizza a livello del aleo (figura 14) e blocca specificamente la
trascrizione e la traduzione MYCN (figure 15-17). La specificita dell’effetto del RNanti-
gene antMYCN é dimostrata dalla mancanza di effetto di un PNétato, che presenta la
sostituzione di tre basi (figure 15-17). PoichéPINA anti-gene antMYCN ha sequenza
complementare al filamento antisenso del gene,idunmeccanismo d'azione possibile e
l'attivita anti-gene con inibizione della trascome, mentre puo essere escluso un effetto

antisenso sul trascritto.

Il blocco specifico della trascrizione e della wambne diMYCNdetermina un’inibizione della
crescita cellulare, proporzionale all’espressioaahcogene, e che, quindi, € maggiore nelle
linee cellulari di ARMS rispetto a quelle di ERMi&j(ira 19). L'effetto sequenza-specifico del
PNA anti-gene e confermato, anche in questo casla thancanza di efficacia del trattamento
con PNA mutato (figura 19). Inoltre, nella linedlglare RD (ERMS), che non esprinkYCN

il PNA anti-gene non mostra effetti sulla cresciédlulare (figura 19), dando un’ulteriore prova

della sua specificita d’azione. L'effetto gene-sfiea del trattamento con il PNA anti-gene e



stato confermato anche verificando che il PNA getie anttMYCN non modifica la

trascrizione e la traduzione del gev&C (figure 23-24).

L’analisi quantitativa dell’ATP cellulare ha quinghdicato che il trattamento con il PNA anti-
gene antMYCN inibisce l'attivita metabolica cellulare, effettohe corrisponde ad una
riduzione della vitalita cellulare (figura 19). Ildalisi TUNEL ha indicato che [effetto

biologico del PNAanti-gene antMYCN é riconducibile, almeno in parte, ad un fenomeno d

induzione dell’apoptosi (figura 20).

Per identificare i geni coinvolti effettivamentel meeccanismo di azione del PNskti-gene
anti-MYCN e stato eseguito uno studio di analisi di esprassgenica attraversmicroarray
Affymetrix sulla linea cellulare RH30 e l'analisahevidenziato una serie di geni che sono
indotti o repressi dal trattamento e che, quindihcspotenziali target dilYCN e potrebbero
anche essere coinvolti nel processo di oncogeresiatbdomiosarcoma. Tra i geni indotti o
repressi, ne sono stati selezionati alcuni di paldre interesse, perché coinvolti in processi
cellulari, quali il ciclo cellulare, la regolaziorgella sintesi proteica, la motilita cellulare, la
metastatizzazione e lo sviluppo muscolare. | cambérdi nellespressione dei geni piu
rilevanti sono stati confermati iReal-TimePCR e gli stessi geni sono stati valutati dopo

trattamento con PNAnti-gene antMYCNin tutte le linee cellulari di RMS.

E’ stato osservato che l'inibizione MMYCN mediante il trattamento con il PNA anti-gene,
causa la repressione dei geni di fusiét®X3-FKHRe PAX7-FKHRnelle linee di ARMS,
mentre non altera la trascrizione dei geild-type PAX3e PAX7 (figura 23). La riduzione dei
livelli di proteina Pax3-Fkhr & stata confermatdleneellule RH30, mediantevestern blot
(figura 24). Questo risultato € in accordo constylidi che hanno dimostrato che N-myc regola
positivamente l'attivita del promotore BIAX3 legandosi ad ung-boxnon canonica, ed € in
grado di regolare lI'espressione dell’oncogdt®X3 e quindi anche dPAX3-FKHR[71].

Inoltre, questo risultato € molto interessante Ip@iiaiarrangiamen AX-FKHRsono specifici



ed altamente ricorrenti negli ARMS clinicamente pggressivi [20], e le proteine di fusione
sono inibitori del differenziamento miogenico e ldgloptosi [18]. Poiché é stato visto che
I'inibizione di PAX3-FKHRprovoca apoptosi [159], possiamo ipotizzare chigepdell’effetto
apoptotico, che si osserva in seguito al trattameon il PNA anti-gene anMYCN (figura
20), sia mediato dall'inibizione dPAX3-FKHR A supporto di questa ipotesi, I'analisi di
espressione genica mediamigcroarray ha indicato, tra i geni inibiti dal trattamentoncd
PNA anti-gene antMYCN i geni MET e ADAM1Q che sono stati precedentemente indicati
cometargetdi PAX3-FKHR[160]. Il proto-oncogen®ET (hepatocyte growth factor recepjor
codifica per il recettore del fattore di crescitagll epatociti (HGF). HGF e Met hanno un ruolo
importante nella crescita tumorale e nella metagt@ione. L'attivazione dMET regola
numerose risposte cellulari, quali sopravvivenzayrfagenesi, adesione, migrazione ed
angiogenesi, e la deregolazioneMIET € stata riportata in numerosi tumori [161]. E'tsta
anche dimostrato che Met € necessaria per la nigiazlelle cellule miogeniche ed é un
target di Pax3 durante lo sviluppo embrionale dei museoheletrici [162].Invece, il gene
ADAM10 codifica per una disintegrina-metalloproteinase grocessa le proteine legate alla
membrana e le rende solubili. ADAM10 agisce su enatiblecole associate a proliferazione
tumorale, differenziamento, adesione e migraziob@3], ed & coinvolta nei processi di
invasione e metastatizzazione tumorale [164].ttofaheADAM10sia inibito dal trattamento
con il PNA anti-gene antiAYCN in tutte le linee cellulari di RMS, e non solo guoelle di
ARMS con riarrangiamentdPAX3-FKHR (figura 23), potrebbe indicare un suo ruolo
importante nella tumorigenesi, indipendentementBAl43-FKHR.

Altri geni che sono coinvolti nel differenziamentoesenchimale e la cui espressione e,
rispettivamente, repressa e indotta dal trattameoto il PNA anti-gene anfYCN sono
BMP5 e MSX2 (figura 23). Il geneBMP5 (bone morphogenetic protein) 8 coinvolto nel
differenziamento e nei processi di condrogenesistelogenesi. Nel tumore alla prostata é stato

osservato un incremento del numero di copie genieleuna conseguente alterazione



dell'espressione dBMP5 [165]. Invece, il geneMSX2(MSH homeobox)2é coinvolto nello
sviluppo scheletrico ed € un target delle prot@MP. E’ stata osservata una correlazione tra
N-myc eMSX2nello sviluppo scheletrico degli arti, mentre taraespressione MSX2¢é stata

rilevata nei tumori pancreatici, nei quali MSX2 dvaruolo di inibizione dell’apoptosi [166].

In tutte le linee cellulari di RMS, il trattamentmn il PNA anti-gene antidYCN inibisce
I'espressione dPLK4 (polo-like kinase $ La proteina Plk4 & una serina-treonina chinhsi ¢
regola la progressione del ciclo cellulare, dellgosn e della citocinesi, controllando la
formazione dei centrioli [167]. Inoltre, cont@rgetdi p53, regola la risposta al danno del DNA
e lI'apoptosi [168]. E’ stato anche visto che I'egwmione di Plk4 é alterata in alcuni tumori,
come il cancro colon-rettale e I'epatoma [169]. &ltto gene coinvolto nella regolazione del
ciclo cellulare e represso dal trattamento conNAPanti-gene antMYCN & CDK9 ¢yclin-
dependent kinase)9LlLa proteina Cdk9 e una chinasi ciclina-dipendenbinvolta nella
regolazione del ciclo cellulare e della trascrieicad opera della RNA polimerasi Il. Inoltre,
sembra che Cdk9 abbia un ruolo anche nella miogemeguanto € stato osservato che la
sovraespressione del complesso Cdk9/ciclina T2anpooe il differenziamento muscolare
[170]. Infine, studi su cellule tumorali ematop@be hanno mostrato che l'inibizione di Cdk9
induce apoptosi, suggerendo l'utilizzo di inibitaielle Cdk nella terapia antitumorale [171].
Quindi, la repressione diLK4 e CDK9, che e stata osservata in seguito al trattamesralc
PNA anti-gene antMYCN(figura 23), € coerente con l'effetto antitumoralgro-apoptotico
dello stesso PNA.

Un altro gene che partecipa alla regolazione deb ctellulare e dell’apoptosi, ma che e
fortemente indotto dal trattamento con il PNA agegine antiMYCNe P21 (o CDKN1A cyclin-
dependent kinase inhibitor ]1Afigura 23). La proteina p21 si lega ed inibideechinasi
ciclina-dipendenti, bloccando la progressione dd@bginoltre, cometargetdi p53, inibisce la

proliferazione cellulare e puo indurre apoptosrigposta a danno del DNA. In letteratura vi



sono numerosi studi che dimostrano Ef2d e un geneargetdella repressione dilYC[172] e
di MYCNIn linee cellulari di neuroblastoma [173]. | nogtisultati, a livello di mRNA e di
proteina (figure 23-24), indicano cR1 potrebbe essere uargetdella repressione dYCN

anche nei RMS che esprimoktYCN sia ARMS che ERMS.

Altri geni targetdi p53 che vengono indotti dal trattamento coRNA anti-gene antMYCN
sonoBTG2 e GDF15 (figura 23). Il geneBTG2 (BTG family, member)2é coinvolto nella
regolazione di molte funzioni cellulari, quali pfefazione, differenziamento, riparo del danno
del DNA e apoptosi [174]. L’espressione BT G2 e alterata in numerosi tumori e studi di
espressione sulle cellule leucemiche hanno indicla¢oil trattamento con agenti pro-apoptotici
determina un aumento dell’'espression8WG2 analogamente a quanto e stato osservato dopo
la somministrazione del PNA (figura 23). Il ge@®F15 (growth differentiation factor 156
codifica per un fattore di crescita e di differeamento della famiglia TGF-betaransforming
Growth Factor bety che é altamente espresso nella placenta [17&jerRemente e stato
anche dimostrato ch@DF15 é untarget trascrizionale di p53, partecipando alla regolazio
dell'apoptosi [176] e che la sua espressione éasdten numerosi tumori, tra cui il carcinoma
gastrico [177], prostatatico [178] ed epatocelllg79]. Studi di espressione genica su cellule
di carcinoma alla mammella hanno dimostrato cheattamento con un agente antitumorale
induce I'espressione di geni apoptotici tra &IDF15 [180], in analogia con cio che si osserva

sulle cellule di RMS, in seguito al trattamento ddANA (figura 23).

Il trattamento con il PNA anti-gene aiiY CN modifica anche I'espressione di geni coinvolti
principalmente nella regolazione della sintesi gicat, qualiTIALL (TIA1 cytotoxic granule-
associated RNA binding protein likg dEIF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E). La
proteina TIAR (elated to TIA) si lega allRNA ed ha diversi ruoli regolatori,seconda del

sito di legame al trascritto, quali controllo delteaduzione,splicing e apoptosi [181].



e MYC|[182], ed in alcuni sistemi cellulari induce apato attraverso la frammentazione del
DNA o attraverso la via di Fas [183]. La proteinB4E € un regolatore chiave della traduzione
e gioca un ruolo simile a N-myc. Un aumento degllidi elF4E incrementa la traduzione di
proteine coinvolte nella proliferazione cellularelee degenerazione maligna nelle cellule
tumorali, ed € stato riscontrato nelrcinoma alla mammellanel carcinoma squamocellulare del
distretto testa-collo e nel neuroblastoma [184]stato precedentemente dimostrato EH&4E

e un gendargetdi Myc [185]. L'induzione diTIAL1 e la repressione @IF4E, che sono stati
osservati in seguito al trattamento con il PNffgura 23), sono coerenti con leffetto

antitumorale e pro-apoptotico del PNA.

Altri geni, la cui espressione viene indotta daktamento con il PNA anti-gene aMiYCN
sono CBX4 e DTX3 Il gene CBX4 (chromobox homolog )4codifica per una proteina del
gruppo PcG RPoycomb group che interagisce con le altre proteine PcG e ituraz come
repressore trascrizionale. Inoltre, Cbx4 promuoge SUMOilazione di altri repressori
trascrizionali e della DNA metiltransferasi Dnmt@a86], € un repressore MYC ed ha una
funzione anti-apoptotica [187]. Invece, il geBPa X3 (deltex 3 homolggé un regolatore
positivo 0 negativo dgbathwaydi Notch, a seconda del contesto cellulare e daa dello
sviluppo (miogenesi, neurogenesi e linfogenesi)pt@eina Deltex3 agisce come ubiquitina-

ligasiin vitro e potrebbe regolareplthwaydi Notch attraverso questa sua attivita [188].

Nello studioin vivo, utilizzando un modello murino dienograftdi ARMS umano, I'attivita
metabolica tumorale € stata valutata mediante RR&® e il trattamento con il PNA anti-gene
anti-MYCN ha portato ad una completa eliminazione del segmedtabolico del tumore nella
maggior parte (70%) dei casi e ad una riduzionesdghale nel restante 30% degli animali
(figure 25-26). Invece, in accordo con i risultattenutiin vitro, il trattamento con il PNA
mutato non ha evidenziato alcun effetto (figure28)- Un aspetto molto interessante, alla luce

di una futura applicazione nei pazienti, consigtefatto che la strategia anti-gene del PNA non



by

necessita di una continua somministrazione delldecota, ma il trattamento é risultato
efficace anche con somministrazioni a giorni altetriefficacia dei PNAin vivo é stata

precedentemente dimostrata cortamet diversi daMYCN Studi su ratti hanno mostrato che
un PNA contro I'angiotensinogeno, somministrato yiarintraperitoneale, € risultato efficace
nel ridurre la pressione sanguigna e i livelli ptasici di angiotensina | [189]. Recentemente
uno studioin vivo, con un PNA anti-gene diretto contro una regiocggolatrice diMYC, ha

indicato che la molecola inibisce I'espressione glate nel linfoma di Burkitt, ha una lunga
emivita nei tessuti e non ha effetti di tossicit8Q]. Lo stesso PNA non ha mostrato effetti di
immunogenicita [191]. In accordo con questi ridijltéa valutazione istologica che é stata
eseguita nei principali organi, al termine del taatento, non ha evidenziato alterazioni
anatomo-patologiche (figura 27), indicando cheNIAPon provoca alterazioni istopatologiche

nei tessuti esaminati.

Complessivamente, i risultati ottenutivitro edin vivoin questo studio sostengono fortemente
lo sviluppo di una terapia genica conivkY CN per il trattamento dei RMS, in particolare per
gli ARMS a prognosi sfavorevole, e per gli altrivtari che presentano amplificazione e/o

esprimonaMYCN
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ARMS RMS alveolare

ATP Adenosine TriPhosphate

bHLH-LZ motivohelix-loop-helix/leucine zipper
BSA Bovine Serum Albumine

CGH Comparative Genomic Hybridization

CPP @Il Penetratine Peptides

CTL Linfociti T Citotossici

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
EMSA Electrophoretic Mobility-Shift Assays
ERMS RMS embrionale

FISH Fluorescence In Situ Hybridization

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer
HRP Horseradish Peroxidase

ICCS International Classification for Childhood Sarcomas
LOH Loss Of Heterozigosity

LOl  Loss Of Imprinting

LSl  Sonda bcus Specific Identifier

Mbl  Myc Boxesl

Mbll  Myc Boxedll

M-FISH Multiplex Fluorescence In Situ Hybridization

MM  Mismatch

I %



MR  Risonanza Magnetica

NLS Nuclear Localisation Signal

PARC PNA-Assisted Rare Cleavage

PET Positron Emission Tomography

PM Perfect Match

PNA Peptide Nucleic Acid

PNAnwt: PNA mutato

PNA.: PNAwild-type

PNET Primitive Neuroectodermal Tumors
PVDF Polyvinylidene Fluoride

ROl Region Of Interest

RMS Rabdomiosarcoma

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate - PolyAcrylamide Gel Etgatiore
SKY  Spectral Karyotyping

SNC Sistema Nervoso Centrale

TAC Tomografia Assiale Computerizzata
TBR Target to Background Ratio

TdT Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

TUNEL Terminal-transferase-mediated dUTP Nick End Lahglli

I %



