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RIASSUNTO

La distrofia muscolare di Duchenne (DMD) e’ una ati@ neuromuscolare dell’eta’
infantile invariabilmente letale caratterizzata da deficit di forza progressivo.
L’esordio della debolezza muscolare e’ usualmeetsori 3-5 anni e progredisce fino
alla perdita della deambulazione in media intornd@Ganni e mezzo. L'exitus, nella
seconda-terza decade, e’ dovuta alla comparsaulificienza respiratoria e/o cardiaca.
La sola terapia palliativa efficace nel rallentegrogressione di malattia e’ la terapia
steroidea. La somministrazione di steroidi nella DMsulta nel prolungamento della
deambulazione di circa 18 mesi nei pazienti triatigpetto ai non trattati. Tuttavia I'eta’
alla perdita della deambulazione presenta una anigazione standard dovuta alla
presenza sia di pazienti che perdono la deambwm@zmolto precocemente ed altri
molto tardivamente sia nei pazienti trattati che trattati. Le basi molecolari di questa

variabilita’ fenotipica non sono.

Nel tentativo di identificare i fattori modulantaforevolmente il fenotipo clinico,
abbiamo studiato 8 pazienti con diagnosi molecothr®MD. Tutti i pazienti erano
stati trattati con steroidi a dosaggio standard fala perdita della deambulazione. |
pazienti sono stati arbitrariamente classificatineoresponsivi (R) (n=5) se la perdita
della deambulazione e’ avvenuta dopo i 13 anni e-responsivi (NR) (n=3) se la
perdita della deambulazione e’ avvenuta prima 6eirini di eta.

Allo scopo di identificare gruppi di trascritti gendifferenzialmente espressi tra i due
gruppi di pazienti € stata eseguita un’analisi pfili d’espressione (Microarray)
utilizzando una piattaforma di oligonucleotidi gem®wide (Operon), seguita da

un’elaborazione statistica dei dati.

Una volta identificati i geni regolati in modo dfenziale, lo studio ha mirato
all'identificazione di un sottogruppo di geni difemzialmente espressi nei pazienti R e
NR. Con tale criterio sono stati individuati nel obodei pazienti R 47 geni
significativamente deregolati rispetto ai paziedR: 37 geni sovraespressi, molti dei
quali codificanti per fattori di trascrizione, e §@ni sottoespressi, tra cui geni struttural
normalmente espressi durante lo sviluppo, genivadiinnella risposta immunologica e

altri che codificano per proteine presenti nelldroa extracellulare.



I geni differenzialmente espressi identificati s@tati sottoposti ad analisi funzionale
allo scopo di individuare cascate biochimiche in €ssi fossero coinvolti. Valutando
I'interazione tra i geni identificati, sono risuitparticolarmente significativi la cascata
di signaling dell'interferone (IFN) e la cascata di trasduzialet segnale deFattore
Nucleare kappa B (NF-kB)un fattore di trascrizione ubiquitario che regola
I'espressione di geni coinvolti nei processi infraatori e nella risposta acuta allo
stress.Dati sperimentali suggeriscono che la regolazioeattivita di NF-kB possa
favorevolmente modulare la progressione dellaafistimuscolare nel modello animale
di DMD (topomdx.

Almeno 4 tra i geni consideratiHIT3, IFIT1, STAT1 TFF3) hanno un ruolo nel
processo di attivazione di NF-kappaB. Al fine dilidare la significativa
sovraespressione di questi trascritti nel pooladig@nti “steroido-responsivi” rispetto al
pool di pazienti “steroido non-responsivi’, sonatstondotti degli esperimenti di Real
Time-PCR. Dall’analisi € emersa una variabilitargtérno dei singoli gruppi.

Per ovviare a tale problema, una seconda anahsiststa dei dati € stata eseguita
confrontando singolarmente ogni paziente con urirglbm scelto in base all’eta alla
perdita della deambulazione. | geni differenzialteeaspressi identificati sono stati
valutati in base alle loro caratteristiche di fuor®, espressione fisiologica ed
interazioni. In questa seconda analisi, si € evi@n in particolare un coinvolgimento
di alcuni membri della superfamiglia del TNF (TNFNFS10, LTA, LTB) ed un gene
codificante per un putativo inibitore di NF-kapp@¥#-KBIL1).

Sono stati presi in considerazione anche altrird i¢SMG5, SPP1, S100A9, ICOSLG,
LILRA2), selezionati perché la loro espressioneltés/a uniforme all'interno dei due
gruppi di pazienti, cosi da poter eliminare la ahbiiita intergruppo. Anche in questo
caso i dati sono stati necessariamente validatesperimenti di Real Time-PCR.

Il gene che, superato il controllo di validaziogejsultato significativo € USMG5 (Up-
regulated during the skeletal muscle growth 5)cessivamente studiato allo scopo di
identificare polimorfismi di singolo nucleotide (PN E stata valutata I'esistenza di
SNP noti, consultando il database di SNP, nel dé8MG5 ed in altri 2 geni scelti
dalla letteratura: ACTN3 che codifica per la progeialpha-actinina 3espressa
esclusivamente nel disco Z delle fibre di tipo dél dnuscolo scheletrico, ARKT1 che
codifica per la serina-treonina protein chinasenaata nella trasduzione del segnale
dei fattori di crescita come IGF1, oltre ad avere muolo nello sviluppo e nella

sopravvivenza cellulare e nell’attivare NF-kB.
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| pazienti sono stati analizzati per il polimorfisR577X nel genACTN3 +G205T nel
gene AKT1 e S49P nel gene USMGS5. La distribuzione genotigicatata messa a
confronto con la forza muscolare, ma i test nonnbarvidenziato differenze

statisticamente significative.

In conclusione, il nostro studio dei profili di espsione nei pazienti affetti da DMD ha
dimostrato la possibilita’ di clusterizzage priori pazienti con progressione clinica
diversa. Questo risultato e’ rilevante considecande implica la possibilita’ che alla
base della progressione di malattia nella DMD va sina regolazione genica
differenziale. Questo dato offre strategie terdipha alternative alla sola correzione
del difetto genico con terapia genica o cellular®lteriori studi sono necessari per
definire meglio i meccanismi molecolari alla bas#lalmodulazione del fenotipo nella
DMD.



SUMMARY

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal dmlod muscular disorder
characterized clinically by progressive muscle wast The onset of the muscular
weakness is usually between 3-5 years of age lgdditoss ambulation by a mean age
of 10.5 years [Allsop & Ziter, 1981] and death sually due to respiratory or cardiac
insufficiency in the early twenties [Dubowitz, 1995

To date, the only effective pharmacological theragpwn to delay progression of
disease is treatment with steroids, that may pgdaembulation by up to 18 months.
Even if the steroids efficacy in DMD is proved, amatient variability in
pharmacological response and a broad variatioharage at which loss of ambulation
occurs among steroid-treated DMD patients are adported. Several analysis of the
standard deviation shown that this parameter snoffreater than the mean, suggesting
a wide distribution of values presumably due to ¢Restence of patients that loss the
ambulation either extremely early or late [Silvaakt1987]. The molecular basis of this

phenotypic variability has to be cleared.

The long term goal of this work is the dissectiohtke molecular mechanisms
underlying steroid response in DMD patients to tdgrthe predisposing factors to a
more favourable disease course.

The study relied upon the DMD database maintainethe Neuromuscular Center of
the University of Padua and 8 patients with a mdkac diagnosis of DMD were
selected to enrol in the analysis. All of them hbeen treated with steroids (deflazacort
and prednisolone) until the loss of ambulation. d8iaapon an arbitrary criteria, these
patients were classified as “responder” (R) (n=bew the loss of ambulation occurs
after 13 years of age and as “no-responder” (NRB)mwvhen it occurs before 10 years
of age [Bonifati et al, 2000].

To identify the transcripts significantly dysregigld in the two groups of patients,
muscle biopsies of the selected patients are usedthe expression profiling,
performing a microarray analysis using a genomeawithtform (Operon; Huntsville,

AL, USA) and a following statistical analysis.



After valuation of differentially expressed gendhe study proceeds with the
identification of discriminant genes belonging tdfetent groups, responder and no-
responder.

The analysis led to the identification of 47 dedated genes in the steroids-responder
patients group matched up to no-responder patignaisp: 10 genes down-regulated,
among which several structural genes expressedgldavelopment, immune response
signals and extracellular matrix genes and 37 gemessgulated, many of which
encoding transcription factors.

Subsequently, each of these genes was investigateder to individuate the molecular
pathways involved. Evaluating the interaction netsobetween the identified genes,
two pathways were recognized: the interfertiiNj-signaling pathway and the NF-
kappaB transduction signal cascade.

The Nuclear Factor kappa-BIE-kB) is an ubiquitary transcriptional factor implicdte
in the regulation of expression of a number of wall genes involved in immune,
inflammatory and anti-apoptotic responses, and daanbe increased imdx (modello
murino di DMD) muscle. Several reports suggest ihlaibition of NF-kB is a valuable
strategy for the treatment of DMD [Acharyya et2007; Mozzetta et al, 2008].

Almost 4 genes among those considerdt€r@, IFIT1, STAT1 TFF3) are involved in
the NF-kB activation pathway. In order to validate the difetial expression of these
genes a quantitative real time-PCR test was peddrnthe analysis has spotlighted
expression variability between the patients ofgimgle groups and the existence of an
outlier patient.

To counter this trouble, a second statistical aialyvas carried out comparing each
single responder patient with a control patient #émal differentially expressed genes
were evaluated considering function, physiologieapression and gene interaction
characteristics.

In this list of genes we identified the presencemainy members of NF superfamily
(TNF, TNFSF1Q0LTA LTB) and a gene coding a putatidé&-kB inhibitor, as well as
other 5 genesUSMGS SPP1 S100A9 ICOSLG LILRA2) selected because of their
homogeneous expression profiling. After Real Tin@RP analysis, the gene that
survives the test i9JSMG5 (Up-regulated during Skeletal Muscle Growth 5),
subsequently investigated in order to perform a @s$dciation studies with other two
genes chosen through the literat k€ TN3that encodes the proteirdactinin 3, a fast-

twitch-specific isoform expressed ontytype Il myofibers, and\KT1 that encodes the
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serine-threonine protein kinase, involved in thewgh factor-1 (IGF-1) transduction
signal cascade and thid--kB activation pathway.

110 DMD patients were genotyped for different SNtsjght out in the existing SNP
database, one in each of the candidate gene: RBVACTN3 +G205T inAKT1 and
S49P inUSMGS The genotype distribution was analysed for treoaation with the
muscle strength using chi squared methods, buistitat significance was not

observed.

In conclusion, our study has demonstrated the piisgiof a priori clustering patients
with different clinical progression. The results tifis study provides therapeutic
alternatives to correct the single gene defect withe therapy. Further studies are
needed to better define the molecular mechanisnderlying the modulation of the

phenotype in DMD.



1. Introduzione

1.1 LA DISTROFIA MUSCOLARE DI DUCHENNE

Le distrofie muscolari costituiscono un gruppo diawy malattie neuromuscolari
ereditarie clinicamente e geneticamente eterogenee.forma piu comune é
rappresentata dalla Distrofia Muscolare di DuchgiidD) descritta per la prima volta
da Edward Meryon nel 1851 alla Royal Medical andri@hical Society [Meryon,
1851]. La DMD e’ una malattia degenerativa recess$egata all’X, invariabilmente
letale, caratterizzata da un deficit di forza pesgivo che insorge nell’eta infantile. La
patologia colpisce esclusivamente i soggetti ds@anaschile (uno su 3500 nati vivi),
mentre le femmine possono essere “portatrici s@&n@bn presentare manifestazioni
cliniche, fatta eccezione per rari casi in cuighétipo si manifesta in forma lieve o
severa. Secondo recenti stime, in Italia 5000 perswno affette da questa malattia. |
primi segni si manifestano attorno al terzo annwiti con difficolta nel camminare,
correre, salire le scale o alzarsi da terra (il liam per alzarsi ricorre alla cosiddetta
manovra di Gowershe consiste nell'appoggiare le mani sul pavimenbo sulle cosce
per spingere in alto la parte superiore del corgoyute al primario interessamento di
glutei, quadricipite e ileopsoas. | muscoli delgolo scapolare e distali degli arti
inferiori sono colpiti successivamente. Col prosegdell’eta tali difficolta diventano
piu evidenti ed il quadro clinico si completa can pseudoipertrofia dei polpacci,
iperlordosi lombare e le scapole alate.

Figura 1.1. Fasi della malattia. A: nascita e pamni normai; B: progressivo deficit di forza. C:
perdita della deambulazione



Gli arti sono di solito modestamente ipotonici, caa la progressione della malattia
compaiono contratture conseguenti al mantenimeagdi drti nella stessa posizione
e al mancato bilanciamento fra agonedi antagonisti. | riflessi tendinei dapprima
diminuiscono per poi scomparire parallelamente p#edita delle fibre muscolari.
Le ossa divengono sottili e demineralizzate. Sol@ate entro i 10-12 anni d’eta, la
capacita di deambulazione autonoma viene persadple Ziter, 1981] (figura 1.1).
Si assiste ad una compromissione anche della naiscal respiratoria con lo
sviluppo in un arco di tempo variabile di una sorde disventilatoria restrittiva che
portera, con l'aggravarsi della condizione, allacessita della ventilazione
meccanica. Si manifesta inoltre, attorno ai 6 adi@ta, un coinvolgimento
miocardico di gravita variabile con possibile diagndi cardiomiopatia dilatativa
(Nigro et al., 1983). L'exitus avviene nella secanidrza decade per complicazioni
respiratorie e/o cardiache [Dubowitz 1995; Engelle1994].

Un altro aspetto della malattia, che riguarda cirna30% dei pazienti, &€ legato a
deficit cognitivi che tendono a rimanere stabili,ddficolta d’apprendimento e
problemi di linguaggio.

L’iter diagnostico puo essere avviato in seguitouadriscontro, talvolta casuale,
dellincremento della creatina chinasi (CK) nel ga®, enzima che fosforila la
creatina e marcatore aspecifico di danno muscolareliagnosi si basa su due tipi
d’accertamenti: la biopsia muscolare e I'analisi B&A. La biopsia muscolare
consente di appurare il quadro istopatologico spépgo di un processo distrofico
con degenerazione, rigenerazione fibrale e sogiiteibro-adiposa e costituisce il
tessuto sul quale studiare con metodiche immuraistiche e biochimiche la
presenzal/assenza delle distrofina (figura 1.2).

L’analisi del DNA consente di individuare alterazimel gene per la distrofina.
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Muscolo normale Muscolo Duchenne

Figura 1.2. Sezione trasversali di muscolo schietetrolorate con ematossilina/eosina (H&E). A diais
sezione di un muscolo normale, a destra seziomeudolo scheletrico di un paziente affetto da DMD
con evidente degenerazione, rigenerazione e sostitlfibro-adiposa.

Dal punto di vista molecolare la distrofia musceldr Duchenne e causata da mutazioni
nel geneDMD che codifica per la proteina Distrofina. In ciité5% dei pazienti DMD

si riscontrano delezioni out-of-frame del gene3GP6 € dovuto a mutazioni puntiformi
ed i casi rimanenti sono dovuti a duplicazioni ageniche. La maggior parte delle
ampie delezioni rilevate clasterizza attorno 2 it mutazionali, quali la regione che
copre l'intervallo tra gli esoni 45 e 53 e la rageara gli esoni 2 e 20.

Tali alterazioni portano alla mancata produzion#laddistrofina, che risulta quindi
completamente assente nel muscolo dei pazientitiaffgura 1.3). L’assenza della
proteina causa un indebolimento della membrana malasa delle miofibre,
specialmente durante intensa attivita contrattithe si traduce in necrosi,
inflammazione reattiva e sostituzione fibro-adipdshtessuto muscolare.

Variante allelica piu lieve della DMD ¢ la Distrafmuscolare di Becker (BMD) causata
da mutazioni nello stesso gene ma che mantengonorface di letteraif frame e
portano alla produzione di una proteina quantigatiente ridotta o qualitativamente
alterata. La BMD é una forma che si differenzia lfgsordio piu tardivo e il decorso
pil benigno, anche se presenta umarcata variabilita nel quadro clinico e nella

progressione della malattia.
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muscolo normale, muscolo DMD,
distrofina normale distrofina assente

Figura 1.3. Immunofluorescenza di sezioni trasyedsanuscolo colorate con un anticorpo monoclonale
diretto contro la porzione bastoncellare dellardfsta. A sinistra una sezione di muscolo normale gn
forte segnale di membrana mentre a destra unargedianuscolo di un paziente DMD dove la distrofina
risulta assente.

1.1.1 La terapia medica

Nonostante gli enormi progressi fatti negli ultiemni nel campo della DMD, ad oggi
non esiste ancora una terapia efficace che permliegizarire da tale malattia. Al fine di
rallentare I'avanzamento della patologia assumerusio fondamentale la terapia
steroidea, precisando pero che trattasi di ungiteielliativa e non di un trattamento
definitivo.

Drachman e colleghi nel 1973 descrissero per pliefficacia del prednisone nel
migliorare o stabilizzare le funzioni muscolari npaizienti affetti da DMD. Da allora
numerosi altri trial clinici controllati in doppicieco ed eseguiti su gruppi significativi
di pazienti, hanno confermato I'efficacia deglirstdi nel rallentare la progressione
della malattia e ritardare la perdita della deambiohe [Brooke et al, 1987; Fenichel et
al, 1991; Griggs et al, 1991; Griggs et al, 1998gdlini et al, 1994; Mendell et al,
1998; Bonifati et al, 2000].

L’esatto meccanismo d’azione di tali farmaci nelserlo scheletrico dei pazienti affetti
da DMD non e stato ancora chiarito, ma i loro poi&n effetti benefici includono
I'inibizione della proteolisi muscolare, la stimpiane della proliferazione dei
mioblasti, la stabilizzazione della membrana diliee muscolari, la stimolazione della

miogenesi riparativa, 1 noti effetti anti-inflamnoatimmunosoppressori, la riduzione
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della concentrazione del calcio citosolico, 'ugiotazione della proteina utrofina e la
regolazione genica differenziale nelle fibre muaaddManzur et al., 2008].

Sebbene l'efficacia nel migliorare la forza musoelaia stata ampiamente affermata,
rimane da chiarire un loro effetto funzionale agariermine, ed inoltre esiste un’elevata
variabilita nella risposta terapeutica, nell'inaida e nel grado di severita degli effetti
collaterali (figura 1.4). Le cause di questa vahibnon sono note.

© DMD Storia naturale
(n=85)

@ DMD trattati con steroidi
(n=41)

Eta' della perdita della deambulazione

/
AN %

— —

Figura 1.4. Il grafico mostra I'eta’ della perditeella deambulazione in 85 pazienti affetti da DMD
osservati in storia naturale e 41 pazienti trattati steroidi. |l trattamento con steroidi coreist nella
somministrazione di deflazacort o prednisone. Dalfigp appare evidente che i pazienti non trattati
presentano una piu’ precoce perdita della deamimmazispetto ai trattati. Si osserva anche imasmnbi

i gruppi un’ampia variabilita’ delle eta’ della mkta della deambulazione.

Nel trattamento della DMD assume un’importanzavetge il trattamento da parte di
un’equipe multidisciplinare che comprende la fisioesiterapia generale e respiratoria,
la chirurgia ortopedica selettiva, i controlli cemdgici e I'assistenza respiratoria, che
permettono di prolungare la durata della vita endjliorare le condizioni generali.

Le ricerche scientifiche proseguono in ogni paderdondo e attualmente le speranze
piu fondate provengono dal tentativo di realizzan@ terapia genica, nell’ottica della
quale l'ostacolo piu importante é rappresentattedahormi dimensioni del gene della
distrofia. La normale sostituzione genica, quintn si presenta come un possibile
approccio e recentemente alcuni studi hanno propdsite strategie alternative, tra le

quali I exon skipping Lo skippingdi specifici esoni mira a restaurareéghding frame
del gene della distrofina con la produzione di wnateina internalmente deleta ma
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essenzialmente funzionale, come si osserva nede#lai distrofia muscolare di Becker.
Lo skippingdegli esoni puo essere realizzato con l'utilizz@ldyonucleotidi antisenso
(AONs) o di vettori adeno-associati esprimenti plecribonucleoproteine nucleari
(snRNPs) che, una volta legati all’esone target,inueicono I'eliminazione con gli
introni fiancheggianti portando al ripristino dedading frame La terapia che sfrutta
guesta tecnica non puo essere considerata una y@@oria cura, quanto un modo per
ridurre la gravita della distrofia muscolare di beane convertendola nella piu lieve

forma di Becker [Cossu, et al.,2007].

Un’altra linea di ricerca clinica si basa sullaatga cellulare, in particolare sull’'utilizzo
dei mesoangioblasti, cellule staminali identificai® Cossu e colleghi nel 2002 come
cellule capaci di rigenerare il tessuto muscolaengggiato [Cossu et al., 2003]. Tali
cellule, se introdotte nella circolazione sangujgeano in grado di migrare fuori
dall’endotelio dei vasi e colonizzare i tessutiimcIn due importanti studi pubblicati
nel 2003 su Science e nel 2006 su Nature, quesito & dimostrato I'effetto benefico
dei mesoangioblasti in due modelli animali (murencanino) di distrofia; queste cellule
staminali si fondono con le fibre muscolari esiiteproducono la distrofina sana e
rigenerano il tessuto muscolare [Sampaolesi et2803; Sampaolesi et al., 2006].
Questi risultati si scontrano perd con un rilevasdgeacolo per la messa a punto di una
terapia cellulare nelluomo: la bassa l'efficiend@antegrazione delle cellule staminali
nei muscoli danneggiati. I muscolo scheletricoattif € il tessuto piu abbondante
nel’'uomo, complicando l'estesa diffusione delldlde staminali allintero tessuto.
Inoltre la degenerazione muscolare associata @teofia muscolare € seguita da una
sorta di cicatrizzazione che riduce I'apporto dng#e al muscolo. Un nuovo studio
dimostra infatti, che I'induzione della rivascolaazione del tessuto muscolare possa
essere una strategia per aggirare questo ostacalsare ad adottare la terapia con
mesoangioblasti con tutti i pazienti [Gargioli &€t 2008]. La speranza e che, nel tempo,
una combinazione di diverse terapie possa portasailati risolutivi per una cura della

distrofia muscolare.
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1.2 LA DISTROFINA
1.2.1 1l gene DMD

I geneDMD ¢ stato identificato attraverso I'approccio dengggio posizionale mirato

ad isolare il gene responsabile delle Distrofie colesi di Duchenne e di Becker
[Kunkel et al., 1985], mentre il suo prodotto genida Distrofina, fu descritto da

Hoffman nel 1987.

Il gene della distrofina € il pit grande gene umdmmra noto, ricoprendo una

lunghezza di circa 2.4 Mb sul cromosoma X (Xp21EX¥so é costituito da 79 esoni e
produce un trascritto primarill-lenght di 14.3 kb [Mandel, 1989; Manole, 1995]. ||

geneDMD presenta almeno 7 trascritti diversi, generaf digi di processi:

- 'uso di almeno 8 diversi promotori situati a nere all'interno del gene, spesso
tessuto-specifici;
- lo splicing alternativo;

- 'uso di diversi segnali di poli-adenilazione.

L’espressione del trascritto full-lenght & contatdl da 3 promotori regolati in modo
indipendente: brain (B), muscle (M) e Purkinje [Ryyi nomi riflettono i maggiori siti
d’espressione della distrofina. Il promotore B guitespressione primariamente nei
neuroni corticali e nell’ippocampo, invece il protoe P e espresso nelle cellule
cerebellari del Purkinje e nel muscolo scheletricpromotore M evidenzia alti livelli
d’espressione nel muscolo scheletrico, nei cardoitiie, a bassi livelli, nelle cellule
gliali nel cervello [Barnea et al., 1990; Chellyadkt 1990; Gorecki et al., 1992]. Il gene
DMD ha anche almeno 4 promotori interni che portal@ produzione di un trascritto
piu corto, codificante isoforme della distrofinarche. Tali promotori interni sono
indicati come retinal (R), brain-3 (B3), Schwanti 8), e generdlG).

1.2.2 La proteina

I geneDMD codifica per la proteina distrofina. L'isoforma gggore della distrofina

una proteina di 427 kDa (Dp427) (figura 1.6). clomsiste di 3685 aminoacidi ed e
prevalentemente idrofilica per tutta la sua lungle?lti livelli di Dp427 sono espressi
dal tessuto muscolare (scheletrico, cardiaco @)isdai neuroni e dalle cellule gliali

del SNC e del SNP [Mehler, 2000].
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La distrofina € una proteina del citoscheletro emi bastoncellare, localizzata sul
versante citoplasmatico della membrana plasmatce la funzione di mediare
I'ancoraggio del citoscheletro di actina delle &bmuscolari striate della membrana
basale, grazie al complesso proteico di membrasaceago alla distrofina (DAPC
dystrophin-associated protein complgkgura 1.5) Uno dei ruoli principali di questo
complesso proteico e quello di stabilizzare il slnmima e proteggere le fibre muscolari
dai danni a lungo termine indotti dalla contrazifiiéchalak et al., 1997].

La distrofina rappresenta il 3% delle proteine @mirana e lo 0.002% del totale delle

proteine muscolari.
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Figura 1.5. Rappresentazione del complesso glitejpmassociato alla distrofina (DAPC).

Nella proteina si possono distinguere 4 domini@pali:

* actin binding domain; un dominio N-terminale di 240 aminoacidi che cene
diversi siti di legame per I'actina, responsabiéialinterazioni tra la distrofina
ed il citoscheletro [Kunkel e Hoffman, 1989];

« central rod domain; un’ampia regione bastoncellare a tripla elicamfata da

24 ripetizioni di circa 109 aminoacidi ciascunasptiste in tandem, che
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permettono appaiamenti omo- 0 etero-oligomerigi.qlesta struttura sono
inoltre presenti 4 regioni cardine ricche in pralichiamati “hinge-region”, che
conferiscono flessibilita alla proteina ed almenpaltro sito di legame a piu
bassa affinita per I'actina. Le sequenze ripetliee 116 sono separate da uno
stretch di 18 aa, candidato essere il maggior d@ittaglio proteolitico della
distrofina [Rybakova et al., 1996; Kunkel e Hoffmafag89];

Cysteine-rich domain; un dominio ricco in cisteine di 280 aminoacidi,
contenente un possibile sito di legame per i"@asiti di legame per i diversi
componenti del complesso proteico associato aladadina: il dominio WW,
che lega regioni proteiche ricche di residui dilipg e media, almeno in parte,
I'interazione della distrofina con la regione citmgmatica deP-distroglicano
[Blake et al., 2002]; il dominio ZZ, che lega ldroadulina in maniera calcio-
dipendente [Anderson et al., 1996] e puo quinderssoinvolto nelle vie di

segnalazione intracellulare [Rando, 2001].

Carboxy-terminal domain; un dominio C-terminale di 420 aminoacidi, la cui
struttura secondaria & wnklica avvolta a spirale (Blake et al, 1995) e per
guesto chiamata regione CCofiled coi). Il dominio CC é responsabile del

legame della distrofina con la distrobrevina eitdrefina [Blake et al., 1995].

Domini Aminoacidi|| Esoni
Actin binding domain 14-240 2-8
Central rod domain 253-3040 8-61

Cysteine-rich domain 3080-3360| 63-69

Carboxy-terminal domain| 3361-3685| 70-79

Tabelld Domini della distrofina.

17



Actin binding domain Central rod domain Cysteine-rich domain Carboxy-terminal domain

ABDT HT  H2 ABD2 H3 H4 CRCT

Dp116 (CDDEED)
Dp71 )

M. Ervasti, 2007.

Figura 1.6. Rappresentazione delle varie isoforndeiedomini principali della distrofina: actin biimg
domain (ABD1), central rod domain (ABD2), cysteineh domain (CR) e carboxy-terminal domain
(CT).

Le isoforme di distrofina a minore peso molecolaamno tutte in comune il dominio
C-terminale, ma mancano di regioni pit 0 meno estiedi’estremita N-terminale. Esse
contengono i siti di legame per la maggior partéed@oteine associate alla distrofina
e, sebbene le loro funzioni molecolari e cellutaoh siano ancora state delucidate, si
suppone che tali isoforme siano coinvolte nellabiBzzazione e funzione dei

complessi proteiailystrophin-likenon muscolari.

1.2.3Complesso proteico associato alla distrofina (DAPC)

Tutte le proteine che legano la distrofina nei swdversi domini strutturali,
costituiscono il complesso multiproteico delle pine associate alla distrofina, la cui
presenza é determinante per le funzioni della pratstessa.

La distrofina e in grado di interagire strutturahtee funzionalmente con le molecole
della matrice extracellulare e proteine di segnafez intracellulare, costituendo un
ponte tra la matrice ed il citoplasma e dando luadointerazioni importanti per il
consolidamento ed il mantenimento delle giunzianagtiche. Il DAPC pud essere
suddiviso in sub-complessi separati in base alta localizzazione all'interno della
cellula e la loro associazione fisica con ciascdegli altri complessi: il complesso del
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distroglicano, il complesso sarcoglicano-sarcosphitomplesso delle sintrofine e
distrobrevine e quello che include la distrofiiyashida et al., 1994].

Il distroglicano € una molecola di adesione coséitda due subunita, alfa e beta, che
collega il citoscheletro alla matrice extracellela&d € espresso in un’ampia varieta di
tessuti, quali il muscolo scheletrico e cardiatsistema nervoso e gli epiteli (Sciandra
et al., 2003). L’estremita C-terminale dei betardiglicano contiene diversi residui di
prolina richiesti per il suo legame alla distrofina

Nel muscolo scheletrico e cardiaco, il complessbsagcoglicani € composto da 4
glicoproteine di membrana, quati, F-, v-, and s-sarcoglicano e un membro della
famiglia delle tetraspanine, detto sarcospan [Geosb al., 1997]. Diversi studi sulla
funzione dei sarcoglicani suggeriscono un loro fissruolo nella traduzione del
segnale intracellulare.

Nel cervello sono poi presenti e legano la dist@ffa e lap-distrobrevina, proteine
omologhe alla porzione C-terminale della distrofstassa, la prima maggiormente
riscontrata nelle cellule gliali, la seconda neiuno@i ippocampali [Culligan e
Ohlendieck, 2002].

Altre proteine che interagiscono con la distrofsano le sintrofine, una famiglia di
proteine che legano il dominio C-terminale dellstaifina, e possiedono anche domini
di legame per l'actina, la distrobrevina e la camaa [Mehler, 2000]. Queste
molecole mediano a loro volta il legame con numerpsoteine di segnalazione
cellulare e canali ionici.

Sulla base delle sue associazioni con diverse ippimplicate nella trasduzione del
segnale, il complesso distrofina-glicoproteine @igzato avere non soltanto un ruolo
meccanico ma anche nella comunicazione cellulagendo come complesso di
signaling transmembrana [Lapidos et al., 2004]. E statottindmostrato che I'alfa-
sintrofina interagisce con la sintasi dell’ossidtrico neuronale (NOSn), che a sua
volta & coinvolta nella regolazione della vasodit@ine durante I'esercizio muscolare
[Ervasti, 2007]. La distrofina inoltre & target diverse chinasi (serina-treonina e

calmodulina-dipendenti) e viene fosforilata siaviivo che in vitro [Rando et al., 2001].
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2. SCOPO

Gli unici farmaci che abbiano dimostrato una ceefficacia nel rallentare la
progressione della malattia sono gli steroidi eastente rappresentino ad oggi I'unico
trattamento palliativo, non si conoscono i mecaanisolecolari che ne modulano
I'efficacia. Lo scopo di questo progetto di riceadefinire i meccanismi molecolari

che predispongono alla responsivita’ agli sterbphizienti con DMD.
Il programma si articola nei seguenti 3 punti pipadi:

1) analizzare con tecnica di profili di espressionditgpsie muscolari di pazienti
DMD definiti “steroido-responsivi’ e le biopsie nudari di pazienti DMD
definiti “non-responsivi’ allo scopo di identificargruppi di trascritti genici
specificamente deregolati nei due gruppi di pagient

2) validare i geni selezionati usando tecniche di KIRPquantitativa o analisi

proteica dei trascritti deregolati;
3) definire un genotipo specifico nei geni selezioeatalidati ai punti 1 e 2 usando

uno studio di associazione di SNPs (Single NudeotPolymorphisms;

polimorfismo di singolo nucleotide) in pazienti DMD
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3.1 Pazienti

3. MATERIALI E METODI

Nel tentativo di identificare i fattori predisporiemalla responsivita’ agli steroidi e/o

fattori favorevolmente modulanti il fenotipo climicabbiamo studiato 8 pazienti con

diagnosi molecolare di DMD. Tutti i pazienti erastati trattati con steroidi a dosaggio

standard (0,9 mg/Kg di deflazacort; 0,75 mg/Kg pisdne: dosi equivalenti) fino alla

perdita della deambulazione. | pazienti sono siahitrariamente classificati come

steroido-responsivi (n=5) se la perdita della desa#ione e’ avvenuta dopo i 13 anni e

steroido non-responsivi (n=4) se la perdita de#amdbulazione e’ avvenuta prima dei

10 anni di eta’.

PAZIENTI
Ne /EJL/X FIBRE PERDITA
Blopsia MUSCOLO  piobc, MUTAZIONE DISTROFINA  REGENERAZIONE oy epripe DEAMBULAZIONE — TRATTAMENTO
(anni) (anni)
quadricipite - deﬂazac_ort 2
1456 femorale 1,89 no delezioni no nd no 8,59 mg/Kg giorni
alterni
_— deflazacort 2
1881 q?:nigf;‘?ge 4,05 del. EI;EC))( 45- no nd no 9,18 mg/Kg a giorni x
alterni
- ) prednisone 2
3639 q?:r?]g(r:glage 5,09 del. SE; 43 no nd no 9,91 mg/Kg a giorni
alterni
L deflazacort 2
2064 q;l:r?]g(r:g?ge 1,9 del. Ex. 3-27 no nd no 13,09 mg/Kg a giorni
alterni
quadricipite del. Ex. 45- foci di piccolo deflazacort 2
1686 femorale 1,19 ’ 50' no diametro no 19,075 mg/Kg a giorni
alterni
- 16,9 deflazacort 2
4433 q?:n(iggljge 6,4 del. Ex. 51 no nd no (ancora mg/Kg a giorni | o
deambulante) alterni
- deflazacort 2
1839 q;’e"‘n‘igf;ﬁ’ge 5o del S48 o 8/10 fibre si 15,64 mg/Kg a giorni
alterni
quadricipite 17,8 prednlsor_\e 2_
3368 3,9 del. Ex. 45 no nd no (ancora mg/Kg a giorni
femorale

deambulante)

alterni

3.2 Organizzazione demicroarray di oligonucleotidi di uomo

Nel laboratorio di genomica funzionale del C.RI.B2’ presente una collezioni di

oligonucleotidi settantimeri (70-me€@peronrappresentativo del trascrittoma di uomo.

La piattaforma consiste di 21.329 oligonucleotiditantimeri Operonversione 2.0)




disegnati su altrettantluster di Unigene Human principalmente nella regione 3'-
terminale. Larray & suddiviso in 4&ubarraydisposti a formare 12 righe e 4 colonne.

Ciascunsubarray a sua volta, e costituito da 31 righe e 32 cadorontenenti 2

repliche per ciascun oligonucleotide (Fig 3.1).

Fig. 3.1. Porzione del microaary di oligonucleotiskttantimeri Qperon versione 1.1). La figura
rappresenta la sovrapposizione delle immaginiikgati due canali di fluorescenza.

3.2.1 Trasferimento delle sonde sul vetrino

| probe sono stati posizionati sul vetrino, utilizzandonhetodica di deposizione per
contatto, per mezzo dellspotter Microgrid 1l Biorobotics (M. Medica). Esso e
costituito da un sistema ad alta precisione datatma testa su cui vengono montati dei
microaghi Bioroboticy che presentano una fessura molto sottile ed ubaego

centrale che permette la raccolta del liquido daodeare (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. Dettagli di alcune parti che compongonostazione robotizzatMicrogrid Il Biorobotics
(M.Medica). In particolare e evidenziata la testa dove giago gli aghi e la struttura di un tipico
microago impiegato per la deposizione. Composiziom# immagini tratte dai siti
http://www.microcribi.cribi.unipd.it e http://wwwreayit.com

| probe sono stati inseriti in piastre da 384 pozzettipdiipropilene Genetiy. In
ciascun pozzetto sono state disciolte 500 picontiationda in SSC 3X per un volume
finale di 17 pl. Prima di utilizzare le piastre pler spottaggio, queste vengono
centrifugate a 3500 rpm per 1 minuto, per ridutreigchio di contaminazioni tra
pozzetti adiacenti. Le piastre vengono poi posaierall'interno della stazione robotica
e mantenute in condizioni di umidita e temperatgmatrollate per evitare un’eccessiva
evaporazione del liquido in esse contenutospotterestrae con un carrello meccanico
una piastra alla volta dalla quale, grazie agliiggbsizionati su di un supporto in
posizioni fisse, si ha il trasferimento di picalidi soluzione sulla superficie del vetrino.
Tra i prelievi di campioni differenti la macchinapeogrammata per lavare gli aghi in
H,O mQ ed asciugarli mediante aspirazione con unappoavuoto. Questo evita le
contaminazioni crociate. Gli oligonucleotidi sortatsdepositati su vetririCROMAX
Glass Slides SuperChip(PerkinElmer Life Sciencgshe hanno una superficie di 25 x
75 mm ed uno spessore di Imm. Questi vetrini pdssi@ una superficie rivestita in
modo uniforme con aminopropilsilani le cui carighesitive sono in grado di interagire
elettrostaticamente con le cariche negative depgréosfato presenti nel DNA delle
sonde.

L’aria che entra nellgpotteré purificata da un sistema di filtHEPA (High Efficiency
Particulate Aip che trattengono le particelle di polvere. Quesiao potenzialmente
molto pericolose: possono otturare le fessure degfi e creare problemi in fase di
acquisizione dellimmagine in quanto sono fluorediceE’ quindi molto importante

conservare i vetrini in contenitori ermeticamertiausi, protetti dalla polvere.

25



3.2.2 Processamento dei vetrini dopo la deposizien

| vetrini vengono lasciati all'interno dellspotterin condizioni di umidita controllata
per circa 30 minuti per permettere una distribugiomogenea del DNA nelkpot
L’umidita, infatti, tende ad idratare Igpot per la presenza di sali nella soluzione di
spottaggiofavorendo una re-distribuzione gebbeall'interno dellospotstesso. Senza
guesta reidratazione giipottendono a presentare una tipica forma a mezzatire,
rende difficoltosa I'analisi dell'immagine.
Per valutare la qualitd dei vetrini si esegue ucaensione con ungcannera laser
confocale e si analizzano forme e dimensioni dggbt | vetrini sono di buona qualita
se glispotadiacenti sono ben distinti e di forma circolare.
Per fissare il DNA deprobein modo permanente al vetro si irradia i vetrionaaggi
UV utilizzando lo strument&tratalinker1.800(Stratagene) alla potenza di 600 mJ.
Le radiazioni UV determinano infatti la formaziode legami covalenti tra DNA e
superficie del vetrino mediante la formazione dermedi radicalici.
Seguono una serie di lavaggi per rimuovere tuticchie non si € legato:

e lavaggio in soluzione di SDS all'l% e SSC 3X cogovbsa agitazione per 5

minuti;

e due lavaggi in successione coplHNMQ per 5 minuti a temperatura ambiente.

| vetrini vengono poi lasciati asciugare all’ariac@nservati sottovuoto al riparo dalla

luce.

3.3. Estrazione del’lRNA totale con TRIzol

L’estrazione dellRNA viene fatta mediante TRIz@bibco BRL), una soluzione
monofasica di fenolo e guanidina isotiocianato iadg di inibire irreversibilmente le
ribonucleasi e di lisare le cellule (Simms D. et 4B93). La procedura di estrazione
prevede i seguenti passaggi:

e Mettere circa 200ug di muscolo in una criovial sterile (il tutto vaatto
mantenendo costantemente muscolo e vial a —80%aygu guanti, pulire con
alcool la lama ed il piattino per raccogliere dfimento di muscolo)

* Omogenizzare il frammento di muscolo in 1 ml di Zbibo usando
'omogenizzatore Polytron (3 lavaggi in DEPC-H203elavaggi in alcool

assoluto)
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e incubare il campione per 5 min a temperatura antbiger permettere la
completa dissoluzione del tessuto

* aggiungere 20Ql di cloroformio, chiudere bene, agitare per 15oselt

* incubare a temperatura ambiente per 2-3 min

» centrifugare a 10,000 rpm nella centrifuga da band® C per 15 min

e dopo la centrifugazione il campione apparira’ safmarin 3 fasi: una fase
inferiore di colore rosso pallido (fenol-cloroform)j un interfase, ed una fase
superiore acquosa incolore. Recuperare la faseoaaqsuperiore contenente
I'RNA ( circa il 60% del volume iniziale di trizo}pbadando bene a non toccare
I'interfase sottostante, e metterla in una nuoyaeedorf

e aggiungere 500ul di isopropil-alcool ed incubare per 10 min a temgiura
ambiente

» centrifugare a 10,000 rpm nella centrifuga da band® C per 10 min

* I'RNA precipitato apparira in forma di gel-pellail§ondo della provetta

e rimuovere il supernatante, sciacquare il pellat @oml di alcool al 75% in
DEPC-H20, risosperndere, e centrifugare a 6,000 nmi° C su una
micorcentrifuga da tavolo per 5 min

« rimuovere l'alcool e lasciare asciugare il pelletRNA con un concentratore
centrifugo (non lasciare dissecare il pellet) ®@spendere in 2@ di DEPC-
H20. Scaldare a 55° C per 10 min.

» caricare su un minigel di agarosio al 0.8%l i RNA + 5 pl loading buffer e

controllare I'efficacia della estrazione.

3.3.1 Quantificazione spettrofotometrica del’/RNAtotale

Per conoscere la concentrazione dellRNA estrattergicare I'assenza di contaminanti
quali proteine, polisaccaridi o fenolo (introdotton la purificazione), 'RNA viene

analizzato mediante iNanoDrofP ND-1000 (Celbio). Questo strumento & uno
spettrofotometro UV-Visibile. a spettro totale (2280 nm) in grado di effettuare
analisi di volumi estremamente ridotti di campiorigul) con accuratezza e
riproducibilita elevate, consentendo un notevaearmio di materiale.

Il sistema brevettato di ritenzione del campionee sfrutta unicamente la tensione

superficiale dei liquidi, permette di eliminaredmdi cuvette e capillari, riducendo cosi
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il tempo necessario per la misura. Inoltre, il camomottico molto ridotto (1 mm)
permette di misurare concentrazioni 50 volte pitevale rispetto ad uno
spettrofotometro tradizionale, eliminando in questodo la necessita di diluire i
campioni. All'estremita di un cavo a fibre ottickieene caricato 1 pul di RNA estratto;
un secondo cavo viene posto in contatto con lazgwile in modo che il liquido funga

da ponte tra le due estremita (Fig. 3.3).

o

e
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Fig. 3.3.NanoDrofP ND-1000 Nel riquadro & evidenziato il sistema di caricatoedel campione tra le
estremita delle fibre ottiche. Immagine adattatdttia://www.nanodrop.com

hY

La sorgente luminosa e costituita da una lampata >@#non e la luce che ha
attraversato il campione viene analizzata da umtrgotometro. Lo strumento viene
controllato da ursoftwarela cui interfaccia grafica restituisce per ciascampione la
curva di assorbimento e la concentrazione espiesssl.
Lo strumento permette di misurare I'assorbanza dA60 nm, lunghezza d’onda di
assorbimento caratteristica degli anelli eteroci@dromatici degli acidi nucleici. Inoltre
I'assorbanza viene misurata anche alle seguerghkezre d’onda:
e A =230 nm: lunghezza d’onda di assorbimento diadrhati complessi e fenoli;
e A =280 nm: lunghezza d’onda di assorbimento diginet

e A =320 nm: rumore di fondo dovuto ad un assorbimespecifico.

Noti questi valori € possibile:

» determinare la concentrazione di RNA (o0 DNA) methkde seguente formula:

concentrazione [ng{l] = (A2s0-As20) X fc X Ty
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dove f e il fattore di diluizione e.fé il coefficiente di estinzione molare medio, che

dipende dalla natura dell’acido nucleico:

Acido nucleico fc [ng/pl]
DNA ds 50
DNA ss 33
RNA ss 40

» stimare il grado di purezza del’RNA (o DNA) in fzione di contaminazioni da
carboidrati complessi e da proteine; buone preparadi RNA devono avere i
seguenti rapporti
2) Aoed/Azgo = 1,8-2
3) Axsd/Azzo =1,8-2,2

3.3.2 Analisi qualitativa dell’'RNA totale estratto

L’RNA estratto e stato sottoposto a controllo quaéivo mediante elettroforesi capillare
su chip RNA 6.000 Nano LabChipon lo strumentdgilent 2.100 Bioanalyzer System
(Agilent Technologies). Questa verifica viene fattdlo scopo di evidenziare
un’eventuale degradazione del campione che puo mgitere le successive reazioni
di amplificazione e marcatura darget Lo strumento e costituito da una piattaforma in
cui vengono alloggiati dei particolaghip, specifici per I'analisi di DNA, RNA,
proteine o cellule (Fig. 3.4). Ogmwhip contiene 12 microcanali interconnessi in cui
viene inserita una matrice contenente un fluoro{@el Dye Miy. All'interno di ogni
canale i frammenti di acido nucleico vengono separdase al peso molecolare, come
in una normale elettroforesi. Durante la migrazjdeevarie specie di RNA legano le
molecole di fluoroforo presenti nella matrice; iruegto modo possono essere

guantificate passando attraverso un rilevatoréudréscenza.

Fig. 3.4. Immagine deRNA 6000 Nano LabChiper l'analisi del’lRNA. Immagine tratta dal sito
http://www.home.agilent.com
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L’ Agilent 2.100 Bioanalyzgpermette un’analisi precisa del’RNA, in un intdigadi
concentrazione compreso tra 50-500uhgrlutti i reagenti dekit vengono conservati a
4°C, protetti dalla luce e prima di venire utiliizdevono essere lasciati equilibrare a
temperatura ambiente per almeno 20 minuti. Primh cdeicamento nelchip é
necessario denaturare i campioni da analizzare @herinare eventuali strutture
secondarie) per 2 minuti a 70°C

Al termine dell'analisi lo strumento restituisce elettroferogramma, ovvero un grafico
che rappresenta il livello di fluorescenza dellRiNArelazione al tempo di migrazione.
Si riportano di seguito alcuni esempi di elettrofgammi (Fig. 3.5 ), in base ai quali si

puo decidere la qualita del’RNA totale.

a) b)
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Fig. 3.5. Elettroferogrammi prodotti coigilent 2.100 Bioanalyzer Systeif@) RNA totale di ottima
qualita (evidenti i picchi dell'TRNA 18S e 28S).)(RNA totale completamente degradato. Immagine
adattata da http://www.microcribi.cribi.unipd.it
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Dopo aver analizzato I'RNA medianteAbilent 2.100 Bioanalyzey € possibile

conservarlo per diversi mesi a -80°C.

3.4. Marcatura deltargetmediante amplificazione dellRNA

Per la marcatura dearget sono stati usati i reagenti dat di amplificazioneAmino
Allyl MessageAmp' Il (Ambion). La procedura si basa sul protocollo di amplificagio
dell’RNA sviluppato nel laboratorio del Dr. JamelseEwvine (Van Gelder et al., 1990).
Per la sintesi della prima elica di cDNA si utibzan primer oligo-(dT), che contiene le
sequenze riconosciute dal’RNA polimerasi del fagb Il promotore per la T7 RNA
polimerasi sara utilizzato in seguito, dopo laesintlella seconda elica di cDNA. Infatti
si puo amplificare in modo lineare lo stampo di édDRediante una trascriziona
vitro in presenza della T7 RNA polimerasi. Si ottengonigliaia di copie di RNA
antisenso (aRNA) per ogni molecola di mRNA di pazee -caratterizzate
dall'incorporazione di una parte di uridine modifie con gruppi amminici (aa-UTP).
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Questi permettono di marcare I'aRNA con gruppi faszenti, per mezzo
dell’accoppiamento degli stessi, con i gruppi amanilegati all’'uridina incorporata. La
quantita di RNA totale consigliata per 'amplifiGame € compresa tra 100 ng e 5.000
ng di RNA totale. Per gli esperimenti, da me cotideengono amplificati 3.500 ng di
RNA totale per ciascun campione.

Le fasi principali del protocollo (Fig.6) sono le seguenti:

=

sintesi della prima elica di cDNA a partire da ummer T7 oligo-(dT)o.
sintesi della seconda elica di cDNA;

purificazione del cDNA in doppia elica (dsDNA);

W N

trascrizionen vitro con la T7 RNA polimerasi in presenzaasino-allylUTP (aa-
UTP);

purificazione dellaRNA;

reazione di accoppiamento del’aRNA con i fluorof¢abeling);

purificazione dellaRNA marcato;

© N o 0

verifica dell'incorporazione.

P AAMAY TomlRNA

TTTT-TF T QOligoidT) Primer

I} First strand cDMA synthesis

o

e ABAR
" TTT117 <DNA

1) Second strand cDMNA synthesis

AAAA-TT e DIMA, wranseription
TTTTT?

3) cDNA purification

4) In vitro transcription (amplification)
-
C T e T84
X ]
S'M UULL-5

-y aming allyl aRMNA

3 W UUUU-5'

-

51aRMNA purification

G} Coupling to NHS ester dye

Fig. 3.6. Schema della procedura di amplificazide®'RNA;in particolare sono evidenziate le prima s
tappe. Immagine adattata dal manusteino AllylMessageAmpll aRNA Amplification ki Ambion).
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1) Sintesi della prima elica di cDNAn un tuboeppendorfRNasifree si mescolano

I'RNA totale, 1l di primer T7 oligo-(dT) e KO nuclease-fredino a raggiungere un
volume di 12pl. Segue un’incubazione di 10 min. a 70°C per ssageventual
strutture secondarie del’lRNA. Al fine di impedila rinaturazione dellRNA, la
soluzione viene, quindi, posta in ghiaccio finowamgdo non viene aggiunta maix di
reazione per la sintesi della prima elica, cogttda:

e 2,0ul ditampone di prima elica 10X

e 4,0l didNTP Mix

e 1,0pl di enzima Trascrittasi inversa

e 1,0ul diinibitore delle Ribonucleasi.
Si mescola accuratamente e si procede con un’izeut@di 2 ore a 42°C.

2) Sintesi della seconda elica di cDNW soluzione viene brevemente centrifugata e

quindi posta in ghiaccio fino all’aggiunta deftax di reazione, costituita da:

. 63,0ul di H,0 nuclease-free

. 10,0ul di tampone di seconda elica 10X
. 4,0l di dNTP Mix

. 2,0l di DNA polimerasi |

. 1,0ul di Ribonucleasi H.

Si mescola accuratamente e si procede con un’izcuiedi 2 ore a 16°C. Terminata la
reazione, la soluzione viene mantenuta in ghiadicio che non si procede con la

purificazione o alternativamente puo essere staa@a?0°C.

3) Purificazione del ds cDN/si utilizzano le colonnine di purificazione intdaione al

kit di amplificazione che ne fornisce due diversi,tiggiimizzate rispettivamente per la
purificazione del cDNA e dellaRNA. Le colonnine rep dotate di filtri in matrice
silicea che vengono inserite in appositi tubincin viene raccolto I'eluato. La matrice
silicea ha affinita massima per il cDNA in dopplec& Si rimuovono in questo modo
primer, nucleotidi non incorporati, RNA idrolizzato, edhzémi che potrebbero
interferire con la reazione successiva.

Inizialmente il filtro deve essere equilibrato cahul di cDNA Binding Buffee lasciato

in incubazione a temperatura ambiente per 5 mita #dluzione di cDNA vengono
aggiunti 250 pl dcDNA Binding Buffee, dopo aver accuratamente mescolato, si carica

la miscela ottenuta nella colonnina filtrante. &ntrifuga, quindi, per 1 min a non piu di
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10.000 x g in modo da non danneggiare il filtrorathie questa operazione il cDNA di
dimensioni superiori a 100 bp si lega efficientetaal filtro, mentre il rimanente viene
eluito e scartato. Vengono aggiunti 500 ukcBINA Wash Buffee si procede con una
centrifugazione alle stesse condizioni della prenéel Dopo aver scartato I'eluato, si
ripete nuovamente la centrifugazione in modo daniekre le tracce di etanolo
(contenuto nelcDNA Wash Buttér Il filtro viene posizionato in un nuovo tubino
RNAsi free ed il cDNA ad esso legato viene eluito con 9 pIHID nuclease-free

preriscaldata a 50-55°C. E’ importante che I'acqoa venga riscaldata al di sopra dei
58°C perché potrebbe causare la parziale denabneziel cDNA diminuendo cosi

I'efficienza della successiva reazione di amplifiome. Dopo 2 minuti di incubazione a
temperatura ambiente, si procede con una centrioige alle stesse condizioni delle
precedenti. Dopo aver ripetuto I'eluizione, si ngeno circa 14 pl di cDNA in

soluzione acquosa.

4) Trascrizionen vitro del’'aRNA: nella miscela di reazione e presente il nucleotid

modificato aaUTP [5-(3-aminoallyl)-UTP], in cui igruppo reattivo € I'ammina
primaria legata al C5 dell’'uracile (Fig. 3.7). Huppo amminico € stato introdotto allo
scopo di reagire con il gruppo carbossilico dellalenola di fluoroforo durante la
successiva fase di marcatura @eget
Si allestisce la seguente miscela di reazione daiagere alla soluzione contenente il
dscDNA:

. 4,0 ul di tampone per la T7 polimerasi, concentrato 10X

. 3,0pl di UTP (50mM)

. 3,0ul di aaUTP (50mM)

«  12,0pl di ATP, CTP, GTP Mix (25mM)

. 4,0l di T7 Enzyme Mix (contiene un inibitore delle Ritucleasi)
Si mescola accuratamente e si procede con unaamcuie a 37°C per un tempo

compreso tra le 6 e le 14 ore in un bagnetto tetatas.

5) Purificazione delllaRNAsi utilizzano le colonnine di purificazione intdaione al
kit. In questo caso la matrice silicea ha affinita siraa per le molecole di RNA in
singola elica. Si rimuovono nucleotidi non incor@rcDNA idrolizzato ed enzimi, per
aumentare la resa della reazionedaliplingsuccessiva. Vengono aggiunti al campione,
nell'ordine, 60pl di H,O nuclease-free350 pl di aRNA Binding Buffee 250ul di
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etanolo 100%. Dopo aver mescolato accuratamensollazione, la si carica nella
colonnina contenente il filtro e si centrifuga per minuto a 10.000 x g; a questo punto
'aRNA si trova legato al filtro. Si effettua unaviaggio con 65Ql di aRNA Wash
Buffer seguito da un’altra centrifugazione alle stessedizboni di quella precedente.
Dopo aver scartato I'eluato si ripete la centrifzigae al fine di eliminare ogni traccia
di etanolo dal filtro. Quest'ultimo viene trasferitn un nuovo tubino per I'eluizione, si
aggiungono 5@l di H,O nuclease-frescaldata a 55°C e, dopo 2 min. di incubazione a
temperatura ambiente, si centrifuga per 90 sec.@0Q g. Dalle colonnine si ottiene
aRNA in un volume di 10Ql. L'RNA prodotto viene quantizzato mediante misure

spettrofotometriche per determinare I'efficienziadeeazione di amplificazione.

6) Reazione di marcatura

I metodo di marcatura utilizzato in questo approce di tipo indiretto, ovvero
I'incorporazione del fluoroforo non avviene durafdetrascriziondn vitro, ma in una
reazione successiva. Cio é possibile grazie aleotide modificato aa-UTP, introdotto
precedentemente in fase di amplificazione, mediEne/ RNA polimerasi. L'aa-UTP
contiene un’ammina primaria reattiva in posiziorie dell’'uracile che puo reagire con
I’'N-idrossisuccinimmidil estere legato al fluorofoa dare un’ammide (Fig. 3.7).

| fluorofori utilizzati nei miei esperimenti sonol iCy3™ (5-NN'-dietil-
tetrametilindocarbocianina) ed il Cy5 (5-NN'-dietil-tetrametilindocarbocianina).
L'uso della coppia di fluorofori Cy3' e Cy5™ & molto diffuso nella tecnologia dei
microarray perché sono fotostabili e danno un forte segndleatescenza emessa.
Prima della reazione di marcatura € necessaritidzedre circa 2Qug di aRNA per ogni
campione e risospenderlo in® di Coupling Buffer(Na&CO;, pH 9). Le aliquote di
fluoroforo si risospendono in 14 di DMSO e si conservano al buio, a temperatura
ambiente per non piu di un’ora. Il fluoroforo ripeso in DMSO e I'aRNA vengono
riuniti in un’unica provetta e si lascia procedé&eaeazione per circa 30 min al buio a
RT.
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Fig 3.7. Reazione di accoppiamento tra il gruppomarito (in rosso) dellaa-UTP e [I'N-
idrossisuccinimmidil estere (in blu) del fluorofo@y5 con formazione di una ammide (in verde). Per i
Cy3 la reazione & del tutto analoga. Immagine atiattal manual&mino AllylMessageAmpll aRNA
Amplification kit( Ambion).

Alla fine si aggiungono 4,5l di idrossilammina 4 M e si lascia a RT per 15balo.

L’idrossilammina inattiva le molecole di fluoroformn legate allRNA.

7) Purificazione dellaRNA marcatesi procede come al punto 5. Questo passaggio

rimuove i fluorofori che non hanno reagito con INR

8) Verifica dell'incorporazionePrima di procedere con la reazione di ibridaziene

opportuno verificare quante picomoli (pmol) di ftoforo si sono legate allaRNA. Lo
spettrofotometro NanoDr§pND-1000 & in grado di rilevare I'assorbanza doftfori
presenti anche in bassissime concentrazioni (fifig28@ pmolil per il Cy3 e a 0,12
pmoliul per il Cy5).

| fluorofori Cy™3 e Cy™5 hanno dei picchi massimi di assorbimento a 550Qer68,
rispettivamente; a 700 nm l'assorbanza & nullaemevimisurata per determinare il
rumore di fondo. Il valore del coefficiente di egfione molared) & 0,15ul pmol™* cm*

per il Cy3 e 0,25l pmol* cm™* per il Cy5.
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Il calcolo delle pmoli di fluorofori presenti nelmpione viene effettuato dabftware
applicando la seguente formula:

pmoli Cy3 = (Asso— A7) X Volume (ul) / 0,15

pmoli Cy5 = (Asso— Azog) X Volume (l) / 0,25

3.5 lbridazione delle sonde con target
3.5.1 Pre-ibridazione dei vetrini

Il trattamento di pre-ibridazione ha lo scopo diusare tutti i siti sulla superficie del
vetrino che potrebbero legare in modo aspecifitarget aumentando cosi il rumore di
fondo. Nella zona “spottata” si depositano |80di buffer di preibridazione scaldato a
48°C e si copre con un vetrino coprioggetto faceaitienzione a non formare bolle. Si
posiziona il vetrino in una cameretta di ibridazdfrig. 3.8) in cui vengono messi 100
ul di SSC 3X per mantenere I'ambiente saturo diditdi Questo evita I'evaporazione
della soluzione di preibridazione. La reazione gi@notratta per 4 ore in un bagnetto a
48°C.
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Fig. 3.8. Cameretta di ibridazione del tipgbChamber (GeneMachines) utilizzata per la fase di pre-
ibridazione delle sonde. Immagine tratta da httgui. microcribi.cribi.unipd.it

3.5.2 Preparazione dei campioni

| campioni marcati con Cy3 e con Cy5 sono riunitiun unico tuboeppendorfe
precipitati mediante precipitazione alcolica. kgipitato € solubilizzato in 5 pl di acqua
Nuclease freeai quali vengono aggiunti 120 upl di tampone diidhzione
precedentemente riscaldato a 48°C. Successivarsedenatura itarget per 1 min a
65 °C e si mette in ibridazione sualitay. E’ importante ibridare un numero bilanciato

di picomoli dei due fluorofori: per inicroarray di oligonucleotidi si € deciso di usare
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220 e 200 pmoli, rispettivamente per il Cy3 e peCy5. Si preferisce utilizzare un
leggero eccesso di Cy3 a causa delle diverse ptapoitiche dei due fluorofori. Inoltre
per ogni vetrino e stato fattodlye-swapche consiste nel ripetere lo stesso esperimento
invertendo la marcatura dei due campioni. Infatégfo permette di valutare il legame

preferenziale di uno dei due fluorofori allo stetmget

3.5.3 lbridazione e lavaggi post-ibridazione

La reazione di ibridazione tra targetdi aRNA marcato e iprobeimmobilizzato sul
vetrino e influenzata da diversi fattori tra cui:

* temperatura;

» concentrazione di formamide e dei sali a caricatipaspresenti nebuffer di

ibridazione.

Variando questi fattori si pud modificare la sténga della reazione di appaiamento;
ovvero determinare se questo possa avvenire s@o saguenze perfettamente
complementari oppure anche tra sequenze con regioni complementaral loro
interno. Ad esempio temperature e concentrazioniodnamide elevate portano ad
un’aumentata stringenza.
La reazione di ibridazione é stata fatta con undétore automaticoHybridization
station ArrayBoosté, Advalytix Instrumenjsin quanto permette il movimento delle
molecole e percio la “ricerca” dpfobeda parte defargetin soluzioneL’ibridatore e
costituito da 4 camere di incubazione indipendenticui vengono posti i vetrini. Le
condizioni d’ibridazione, quali temperatura, durdel processo e grado di agitazione,
sono impostate e controllate in tempo reale, in iaranindipendente per ciascuna
camera, mediante un apposstaftware
La principale caratteristica dellirayBoostere quella di mantenere in agitazione la
soluzione target durante il processo di ibridazione con la sond#&awerso onde
acustiche $urface Acoustic Waves, SAVCi0 € reso possibile grazie a specifiche
micro-agitation chip carddette AdvaCard", dotate di specificchip (da uno a tre)

sensibili alle onde radio generate dallo strumé¢hig. 3.9).
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Fig 3.9. Hybridization station ArrayBoost&f . Nel riquadro & mostrata uredvaCard" dotata di tre
chip sensibili alle onde radio generate dallo stoto. Immagine adattata da http://www.advalytix.de/
L’ AdvaCard" viene posta nella camera di incubazione al diasadet vetrino dopo la
reazione di pre-ibridazione. Una volta caricataaimpione nell’ibridatore, questo si
viene a trovare traAdvaCard" e il vetrino.
Tutti gli esperimenti vengono condotti alla tempera di 48°C, in agitazione continua
e per un tempo di 12-16 ore.
Terminato il processo di ibridazione, & necesssoiboporre il vetrino ad una serie di
lavaggi per eliminare I'eccesso trget che non si e ibridato e dare stringenza
all'ibridazione. Sono stati fatti quattro lavaggi uin tuboFalcon con circa 40 ml delle
seguenti soluzioni:

e 1X SSC e 0,2 % SDS per 4 minuti a temperatura andie

e 0,1 XSSCe0,2% SDS per 4 minuti a temperatufaiemte,

e 0,2 X SSC per 3 minuti a temperatura ambienteifsdare 2 volte),

* 0,1 X SSC per 3 minuti a temperatura ambiente.
L’'SDS e un detergente fluorescente che deve esseneso negli ultimi due lavaggi in
guanto porterebbe ad un aumento del rumore di fatelbarray. Il vetrino e stato

infine asciugato mediante centrifugazione per 1 a"®80 rpm a 16°C e scansionato.

3.6 Acqusizione e quantificazione del segnale dubrescenza
3.6.1 Acquisizione dell'immagine

La rilevazione della fluorescenza sul vetrino vielgtta “scansione” e si effettua con
uno scanner (ScanArray® Lite PerkinElmer), che funziona come un microscopio

confocale a fluorescenza (Fig. 3.10).
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Fig. 3.10.ScannerScanArray® Lite(PerkinElmer) utilizzato per effettuare la scansialel vetrino dopo
l'ibridazione ed i lavaggi. Immagine tratta da bttgww.microcribi.cribi.unipd.it

La luce di eccitazione viene generata da due lade® agiscono eccitando
indipendentemente il Cy5 (laser He-Ne rosso a 68Bed il Cy3 (laser He-Ne verde a
543 nm). La lente dell’'obiettivo raccoglie la flescenza emessa dai fluorofori e un
filtro assorbe la luce riflessa dal vetrino, evidanche essa interferisca con la
fluorescenza emessa darget La fluorescenza attraversa la lente del rivetatowiene
focalizzata nel tubo del fotomoltiplicatore (PMThe rileva il segnale luminoso e lo
trasforma in segnale elettrico, che a sua vol@&ertito in un'immagine digitale.

Per ottimizzare I'acquisizione dellimmagine é nesario impostare alcuni parametri,
come il grado di risoluzione della scansione, €mgita della luce emessa thsered il
voltaggio del PMT.

Dapprima si effettua una scansione preliminare, @@ confermare I'avvenuta
ibridazione, che per stimare i parametri piu adpéi I'acquisizione. E’ necessario,
infatti, bilanciare le intensita dei dd@&serin modo che la fluorescenza nei due canali
sia confrontabile. Valori troppo diversi d’'intergsilei laser e di voltaggio del PMT tra i
due canali potrebbero creare differenze artificiclse in realta non esistono e alterare i
dati di espressione. A questo punto si esegue ocaas®ne ad alta risoluzione (5
umpixel), in modo che umixel nellimmagine finale corrisponda a circa 1/10 del
diametro deglispot che in genere e pari a 90-120 um. L'immagine sihettiene in
seguito a tale scansione efila di formato 16 bit TIFF, in cui i falsi colori rispehiano

il livello di fluorescenza associata ad ogiiel, in una scala luminosa df%onalita.

3.6.2 Analisi dell'immagine

Una volta acquisite le due immagini, ottenute daléilisi della fluorescenza prodotta dal

Cy3 e dal Cy5, € necessario quantizzare la flueresa livello di ogni singolspot I
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processo di quantificazione avviene per mezzoitivarespecifici che basano la stessa
su parametri quali:
* il diametro medio degkpot

* l'area nella quale deve essere misurato il rumoferaio.

Il programma, basandosi su questi valori, costeuigna griglia che gli consente di
identificare ogni singol@pot Per la quantizzazione della fluorescenza e sif#inzato

il software ScanArray ExpresgPerkinElmer) con il metodo dei cerchi fissi che ih
vantaggio di utilizzare dimensioni fisse per de®nio spote I'area di definizione del
rumore di fondo. Con il metodo utilizzatosbftwareidentifica i pixel appartenenti ad
ogni singolo spot e ne calcola media e mediana delle intensita abréscenza,
restituendo un valore singolo che rappresenteelisita di fluorescenza dello spot. Per
la determinazione del rumore di fondo viene inveti#zzata I'area di una corona
attorno ad ognspot L’'area e stabilita dall'operatore ma non si deesrapporre a
quella dellospot altrimenti si include nel rumore di fondo fluocesiza propria dello

spotstesso.

3.6.3 Normalizzazione dei valori di espressione

Dopo aver acquisito 'immagine ed averla procespatda determinazione quantitativa
della fluorescenza, &€ necessario normalizzaretémsita di fluorescenza per riuscire ad
analizzare correttamente le differenze di esprassio

La normalizzazione consente di eliminare eventwatori sistematici dovuti alla
tecnologia demicroarray, che potrebbero produrre risultati inattendidiiconvenienti
comuni sono, per esempio, errori di pipettamentibangreparazione dei campioni
marcati per libridazione, la differenza di effioa di emissione dei due fluorofori o
problemi di distribuzione non omogenea della sorsd& vetrino. Il metodo di
normalizzazione scelto nelle nostre analisi € quelie utilizza la regression®wess.
La funzione Lowess(Localised weighted smother estimatdQuackenbush, 2002;
Dudoit et al., 2000), contenuta nelsoftware ScanArray Expressutilizza
un’interpolazione locale non lineare su piccolezivai o intervalli di dati che permette
di evidenziare deviazione dall’assunto zero; cioe icgeni non siano differenzialmente
espressi. Le intensita di Cy5 e di Cy3 per ogniegeangono corrette calcolando la

distanza della retta di interpolazione dalla rdttaspressione nulla (Fig. 3.11).
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3.7 Analisi quantitativa dei messaggeri mediante R¢ Time PCR

L’analis quantitativa dei messaggeri mediante R@ak PCR e’ servita per convalidare
i valori di espressione ottenuti dai microarray. lemzione d’amplificazione per la
quantificazione dei livelli di mRNA dei trascritéi stata condotta mediante Real Time
PCR utilizzando ABI Prism® 7500 (Applied Biosystem)Yutte le reazioni
d’amplificazione sono state effettuate in un volumi@le di 10ul contenente Ll (~25
ng) di cDNA, 5,0 DyNAmo TM HS SYBR Green gPCR MIXifnenzymg 0,20l

ROX e 0,2uM di ciascun primer. | primers utilizzati per i gearget sono i seguenti:

PRIMER SEQUENZA
IFIT1-F ACACCATTGGCTGCTGTTTAGC
IFIT1-R ATTGCTCCAGACTATCCTTGACCT
IFIT3-F AGAACAAATCAGCCTGGTCACC
IFIT3-R ACACTGTCTTCCTTGAATAAGTTCC
STATI1-F AGGAAAAGCAAGCGTAATCTTCA
STAT1-R TATTCCCCGACTGAGCCTGAT
TFF3-F CTTGCTGTCCTCCAGCTCT
TFF3-R CCGGTTGTTGCACTCCTT

TNESF10-F ACCAACGAGCTGAAGCAGAT

TNFSF10-R ACGGAGTTGCCACTTGACTT

USMG5-F CGTGGTAGATAGGCGGTCAT

USMG5-R CTTTCTGGACCTGCCATGAT

LILRA2-F CAACACCCCCAGGATTACAC

LILRA2-R GGCTGCATCTTGTAGGCTTC
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NFKBIL1-F AGACAGAAGCTCCAGGGTGA
NFKBIL1-R TGACCAGGCTGAGAAGGACT
TNF-F CCTGTGAGGAGGACGAACAT
TNF-R GGTTGAGGGTGTCTGAAGGA
LTA-F GCCATTCCAACAGCTCAAGT

LTA-R CCTCAGCCAGACAGACATCA

LTB-F GAAGGAACAGGCGTTTCTGA
LTB-R AGCCGACGAGACAGTAGAGG
ICOSLG-F GAACAGCTCCTTGGAAAACG
ICOSLG-R CTCAACACCAGGCAGTGAAA
S100A9-F TCATCAACACCTTCCACCAA

S100A9-R TCTTTTCGCACCAGCTCTTT

SPP1-F ACTGATTTTCCCACGGACCT
SPP1-R ACACTATCACCTCGGCCATC

L’amplificazione dei geni usati come “housekeepingssia come geni di riferimento
cui rapportare i dati quantitativi ottenuti per $®quenza target, € stata condotta

utilizzando i1 seguenti primer basati sulle sequgnagblicate in GenBank:

PRIMER SEQUENZA
GUSB-F AACAGTCACCGACGAGAGTGCT
GUSBR GGTTTCATTGGCAATCTTCCAG
TBP-F GAACCACGGCACTGATTTTC
TBP-R CCCCACCATGTTCTGAATCT
B-TUBF ATGCTGTAATGGATGTAGTTAGACA
B-TUBR GTCTGCAAAATACGATCTGG

Le condizioni d’amplificazione utilizzate sono: d2ma 50°C, 10 min a 95°C, e 40 cicli
di 25 sec a 95°C e 1 min a 60°C.

Al termine dei cicli d’amplificazione é stata efigta I'analisi della “melting curve” per
escludere la presenza di prodotti aspecifici eiched. | prodotti di Real Time PCR
ottenuti sono stati caricati in un gel d’agaroséo pn ulteriore controllo della specificita
del prodotto. L’analisi quantitativa dei livelli diessaggero e stata effettuata utilizzando
il metodo della curva standard. La generazioneedalirve standard é stata possibile
utilizzando delle diluizioni seriali 1:4 di un poadli cDNA di controllo. | valori di
espressione di ciascun paziente sono stati detatinoon il softwareREST-384©
(Relative Expression Software Tool) [Pfaffl et 2002].
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3.8 Westernblot

Due coppie di vetri formati da uno piccolo e unargte vengono sgrassati e montati

nelle apposite morsettiere, con il vetro piccoloseelo scanso piu basso e si stringe

leggermente la vite. Si allineano perfettamenteargmi inferiori della coppia di vetri

tra loro, gli spessori, si stringono definitivamente morsettiere e si montano

sull’apparecchio portavetri. Per bloccare i veirfasmno rientrare i perni inferiori e si

stringono ruotando in basso contemporaneamententia alati. Versando acqua tra i

vetri si verifica la tenuta ermetica. Si svuotatjaa per capovolgimento e si asciuga lo

spazio tra i vetri con carta da banco.

Fare sul vetro piccolo un segno a 4.5cm dal margnoperiore, in modo da

contrassegnare il livello a cui deve arrivare iiming gel.

Preparazione dei buffer:

Tank Buffer: 12g di TRIS, 57.6 di glicina, 40ml 8DS al 10%. Si porta a
volume di 4 litri. Si conserva a 4°C.

Transfer Buffer: 15.15g di TRIS, 72g di glicina. @irta a volume di 5 litri. Si
conserva a 4°C. Si puo aggiungere 5%di metanolo.

TBS 4X: 19.38g di TRIS, 233.92g di NaCl. Si portpt 7.2 e a volume di 2
litri. Prima dell'uso si diluisce 1:4.

TTBS 4X: TBS 4X, 2ml di Tween 20 per litro. Primalklso diluire a 1:4.
Loading Buffer: 154mg di DTT (50mM), 74.4mg di EDT@.1M), 302mg di
TRIS (0.125M). Si porta a pH 8 e a volume final@ml con SDS al 10%. Si
aggiungono 200u! di blu di bromofenolo.

Allestimento dei Running Gels

Una volta settata la pompa peristaltica per il gelgradiente si procede con la

preparazione delle soluzioni di acrilamide:

Soluzione al 12%: in un cilindro da 50ml si scialgodg di saccarosio in 18ml
di acrilamide al 30% e 11.25ml di TRIS 1.5M pH 8.8.

Soluzione al 3.5%: in un cilindro da 50ml si mesoal 5.25ml di acrilamide al
30% e 11.25 ml di TRIS 1.5M pH 8.8.
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Entrambe le soluzioni si portano a volume con 48mdcqua e si aggiungono 225ul
SDS al 10% e 54ul di TEMED. Nella soluzione al 18P@acrilamide si aggiunge 20-

30ul di ammonio per solfato (APS) al 10% in acqoeentre in quella al 3.5% si

aggiunge una quantita doppia (40-60ul).

Viene riempito il vorticatore a due colonne e sigade con il riempimento dei vetri. La
superficie del gel appena colato viene ricopertacpea 1cm con isobutanolo saturato
con acqua per impedire il contatto con I'aria aheedisce la polimerizzazione.

Dopo la polimerizzazione si versa I'isobutanolo @aggendo i vetri, si lava con Tank

Buffer e si lascia coperto il gel con Tank Buffardf al momento della preparazione
dello stacking gel.

Preparazione degli Stacking Gels

Si prepara poco prima di caricare i campioni (uggiioo due ore dalla preparazione).
Si mescolano 2.5ml di acrilamide al 30%, 5.63mIT&IS 0.5M pH 6.8, si porta a
volume con 22.5ml di acqua e si aggiungono 225905 al 10% e 67.5ul di TEMED.
Prima di versare la soluzione si aggiunge 112.5ARS. Si versa la soluzione tra i due

vetri e si inserisce il pettine.

Preparazione dei campioni

Per ogni campione si tagliano 20 sezioni (o pitdséiametro molto piccolo) dello
spessore di 10um e poste in Eppendorf che deveegaszedentemente raffreddata per
immersione in azoto liquido. Le sezioni possonceessonservate a -80°C fino al

momento dell’aggiunta del Loading Buffer.

Caricamento dei campioni

Si smontano i vetri dai supporti e si montano suita di elettroforesi. Si riempie

I'intercapedine interna con Tank Buffer fino aldllo superiore dei vetri. Si prepara
I'unita di elettroforesi riempiendo fino al metarcdank Buffer. Si sgelano dal frezzer a
-80°C le sezioni dei campioni utilizzando 100ullaiading Buffer e si mettono ad

incubare in acqua bollente per 3 minuti assiemmaker e si centrifuga per 5 minuti
nella microcentrifuga.

Con una siringa Hamilton da 25ul si carica il marle i campioni in quantita

predefinita.
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Una volta caricato il gel, si chiude I'apparecchso,collega al raffreddamento e si

accende l'alimentatore a 110Volts. Si fa correne p@ ore.

Trasferimento del gel

Staccare i vetri dalle morsettiere, togliere gkesgori e sollevare uno dei vetri facendo
leva con una palettina. Eliminare lo stacking &l supporto per il trasferimento dal
polo positivo verso il polo negativo si porra inceassione una spugnetta, 2 fogli di
carta watman, il gel, il filtro di nitrocellulos&, fogli di carta watman e una spugnetta.
Si chiude e si inserisce nel dispositivo di trasfiento impostando il voltaggio a
198Volts, intensita 1.80A e potenza a 300W pero3esa bassa temperatura.

Colorazione del gel e del filtro

Una volta estratto il supporto dall'unita di trasfeento si apre, si solleva la
nitrocellulosa con le pinze e si mette a seccareue fogli di carta Watman.

Il gel viene posto in una vaschetta e colorata iniatamente con blu di Coomassie per
30-60 minuti in agitazione lenta. Successivamentesano le soluzioni Decolorante 1
(50% di metanolo e 10% di acido acetico glacialej BO minuti e la Soluzione
decolorante 2 (5% di metanolo e 7%di acido acegiegiale). In questa ultima il gel
puo essere lasciato fino al momento della suacssane.

Il filtro di nitrocellulosa essiccato viene trattaton la seguente metodica:

* incubazione in TBST e 5% di low fat dry milk per &dinuti in modo da
bloccare i siti non specifici.

e Incubare la membrana bloccata in TBST 5% BSA ovightna +4 con
I'anticorpo monoclonale (Phospho-AKT (Ser475) GRitinaling, AKT antibody
Cell Signaling) diluito 1:1000.

* Tre lavaggi da 5 minuti ciascuno con TBST.

e Incubare la membrana per un’ora a temperatura atebieon |'anticorpo
secondario coniugato con horseradish peroxadasmaBi diluito 1:2000 in
TBST.

* Tre lavaggi da 5 minuti ciascuno con TBST.

« Incubare la membrana per un minuto in ECL Amersiim

» Si elimina I'eccesso di soluzione e si pone la memé tra due strati di pellicola

trasparente prima di esporlo alla lastra fotogeafic
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Le lastre esposte si sviluppano nel liquido rival@t si sciacquano rapidamente in
acqua, poi si fissano nel liquido di fissaggioinefsi lavano sotto I'acqua corrente e si

lasciano asciugare all’aria.

3.9 Immunoistochimica

Sono stati utilizzati 2 differenti anticorpi mononohli diretti contro: la distrofina
(1:200) (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK) ediena pesante della miosina fetale
(1:100) (Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK). tigorpo secondario utilizzato per
visualizzare la reazione é stato anti-topo 1gG egaio con cianino 3 (1:100) (Serotec,
Oxford, UK). In ogni esperimento e stato utilizzatume controllo la biopsia muscolare
di un soggetto sano. Il controllo negativo si eewtito dall’omissione dell’anticorpo
primario. Le sezioni di muscolo cosi trattate satate esaminate e fotografate al

microscopio a epifluorescenza ZEISS Axioskop.

3.10 Genotipizzazione

Sono state analizzate i seguenti polimorfismi: +&R28el gene AKT1, R577X nel gene
ACTN3 e 145T>C (S49P) nel gene USMGS5. Tutte le immazd’amplificazione sono
state effettuate in un volume totale di 12J5contenente 50 ng di DNA, 12 NG di
ciascun primerr, 0,25 mM di ciascun dNTPs, 2 U &g DNA polimerasi (GOLD TAQ,
Applied Biosystems). L’analisi & stata condottdizeando i seguenti primer basati sulle

sequenze pubblicate in GenBank:

PRIMER SEQUENZA
AKT1-F ACTGGGTGCTCCTCACTGAC
AKT1-R CTAAGCCCCTGGTGACAGAT
ACTN3-F ACACTGCTGCCCTTTCTGTT

ACTNS-R GGGTGATGTAGGGATTGGTG
USMG5-F CACAGGTAGAATGAACGTAAGTATTGA
USMG5-R AAATCCTAACATCAAAATGGCTAAA

La genotipizzazione e’ stata eseguita mediantestmee enzimatica degli amplificati.
Per digestioni sono stati utilizzati i seguentiiemizXcml (New England Biolabs) per il
gene AKT1, Ddel (New England Biolabs) per il gen€™N3 e Sinl (Promega) per |l
gene USMGS.
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3.11 Principali software utilizzati

Sono stati utilizzati i seguenti software per I'esialei risultati:

FatiGO Data mining with Gene Ontology: programmae cltonsente
I'attribuzione ad ogni singolo trascritto: la fuomi cellulare, la localizzazione, i
processi biologici nei quali risulta implicato edathways correlati.

Cytoscape: software che permette di mappare i difierenzialmente espressi
in base alle interazioni gene-gene e gene-proteina.

SAM (Significance Analysis of Microarray): softwache permette di generare
una lista di geni differenzialmente espressi.

MEV (TIGR): software che incorpora vari algoritnfieepermettono di effettuare
analisi statistiche, di clusterizzazione e clasa#ione dei trascritti.
REST-3840(Relative Expression Software Tool): software panalisi dei
risultati di Real Time PCR (calcolo del rapportedpressione e significativita’
dei dati).
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4. Risultati

4.1.1 Analisi Microarray del pool di pazienti

Allo scopo di identificare gruppi di trascritti gen differenzialmente espressi tra il
gruppo di pazienti DMD *“steroido responsivi’ (R) f&azienti) e del gruppo “steroido
non-responsivi’ (NR) (3 pazienti) e’ stata eseguit’analisi dei profili di espressione.
Il cDNA estratto dalle biopsie muscolari dei paziexi stato marcato con cianino-3 e
cianino-5, in repliche successive, e utilizzategperimenti di ibridazione competitiva
su piattaforma di oligonucleotidi composta da 22@drsi oligo di 70 paia di basi,
complementari alle porzioni 3'-terminale di geni amnho EST corrispondenti a circa
18.000 geni.

Con il cDNA di ciascun paziente sono stati conddtie esperimenti invertendo la
marcatura ad ogni ibridazione allo scopo di corezgd’errore legato a differenze di
incorporazione fra i due fluorofori utilizzati. Qata procedura non ha evidenziato
differenze nelle due repliche. | valori di espreasi sono stati normalizzati basandosi
sull'intensita’ totale e sull'interpolazione noméiare (LOWESS) e z-score [Chen, et
al., 2003]. | dati normalizzati sono stati filtratitiizzando come criterio |l
mantenimento dei soli spot che avessero una pesentdi pixel con intensita’
maggiore di 1 deviazione standard dell'intensitaflubrescenza del background locale
maggiore o uguale al 35%. La ricerca dei geni ckfigialmente espressi e’ stata fatta
con l'utilizzo di SAM (Significance Analysis of Mioarray) ad una classe che permette
di individuare i geni accesi nei pazienti R e NRjehi differenzialmente espressi sono
stati mappati in cascate funzionali (sono stati padéipin questo modo i soli geni per |
quali e’ conosciuto un ID péocus link.

Dall’analisi dei profili di espressione sono statentificati 47 geni differenzialmente
espressi: 37 sovraespressi nel pool dei paziergi FO sottoespressi nei pazienti R
(tabella 4.1a e 4.1b).

| trascritti differenzialmente espressi sono stissificati in base alla loro funzione con
il software “Data mining with Gene Ontology”. Lgdritmo classificativo consente
I'attribuzione di un singolo trascritto a diversentioni cellulari e processi biologici
(figura 4.1).
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geni sovraespressi geni sottoespressi

Figura 4.1. Classificazione dei principali tragcdifferenzialmente espressi nei pazienti R.

Nei pazienti R il 57% dei geni sottoespressi avewmaruolo nella regolazione dei
processi biologici della cellula, il 43% era coifteonel metabolismo cellulare, il 43 nel
signaling cellulare, 37,5% nella regolazione deocessi fisiologici, il 14% nella

risposta allo stress.

Tra i geni sovraespressi nei pazienti R il 52% avem ruolo nei processi metabolici
cellulari, il 40% nella regolazione dei processlbgici, il 25% nel signalling cellulare,

il 12% nella morte cellulare ed il 12% nella ristgoallo stress.

GENE Nome del Gene

PRKAR2A I(:Z::iggProtem kinase, cAMP-dependent, regulatory, type

041F09_Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A
SERPINA3 (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 3

H11 040M20_Homo sapiens cDNA FLJ10963 fis, clone
PLACE1000716

ANKRD21 |011B09_Cardiac ankyrin repeat protein

019H21_Exportin, tRNA (nuclear export receptor for
XPOT tRNAS)

WISP2 039D10_WNT1 inducible signaling pathway protein 2

031L21_Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
CAMK2D (CaM kinase) Il delta

TRDN 009D11_Triadin
LOC88523 | 032G15_LOC88523

016124_Homo sapiens cDNA FLJ32020 fis, clone
CMYA3 NTONG1000123

Geni sottoespressi

Tabella 4.1a. Geni sottoespressi nel pool di paéizienispetto al pool di pazienti NR.
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Gene

Nome del Gene

023B14_Interferon-induced protein with tetratricopeptide

IFIT3 repeats 4
IFI44L 017E17_Chromosome 1 open reading frame 29
PLIN 030D18_Perilipin
021H06_Dystrophin (muscular dystrophy, Duchenne and
DMD Becker types), includes DXS142, DXS164, DXS206,
DXS230,
TFF3 019118_Trefoil factor 3 (intestinal)
KCNJ1 \(J)’O#Ee:;%;oiassmm inwardly-rectifying channel, subfamily
GULP1 |031015_CED-6 protein
STAT1 825;03_Signal transducer and activator of transcription 1,
TMEM135 | 038M18_Hypothetical protein FLJ22104
GADD45B | 031D05_Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta
HMGCS?2 gl(?nﬁttiﬂi :gﬁ;(lj)xy 3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase
GPBP1 |016G03_Hypothetical protein DKFZp761C169
IEIT1 008J02_Interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats 1
GBP1 g%ill:\)/lw_(;uanylate binding protein 1, interferon-inducible,
EPHA3 | 033F05_EphA3
MTA1 030A22_Metastasis associated 1
GSTM3 002G04_Glutathione S-transferase M3 (brain)
PHACTR?2 | 030K06_KIAA0680 gene product
MAX 013E19_MAX protein
KCNJ2 g’OiEe(;]lEeProztassmm inwardly-rectifying channel, subfamily
DDX3Y gﬁ?oawlgs_(?nf:D/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide, Y
F10 013D05_Coagulation factor X
HIF3A 924E23_Hypothetical protein F_LJ14033 similar to hypoxia
inducible factor 3, alpha subunit
TXNL5 | 010J05_CGI-125 protein
MAP2K?2 |016003_Mitogen-activated protein kinase kinase 2
030H17_Homo sapiens cDNA FLJ32375 fis, clone
SAMD13 | SALGL1000065, weakly similar to POLYHOMEOTIC-
PROXIMAL CHROMATI
EPB41L4B | 044P10_EHM2 gene
HERCS5 |044P10_EHM2 gene
004H16_Homo sapiens, clone IMAGE:4428577, mRNA,
partial cds
SNCAIP | 010G05_Synuclein, alpha interacting protein (synphilin)
DACT1 |013L13_Heptacellular carcinoma novel gene-3 protein
THBS2 |031008_Thrombospondin 2
RARRES3 i?\od?uF(’::éﬁylgetmom acid receptor responder (tazarotene
KIAA1530 | 039E17_KIAA1530 protein
GPAM 013C23_KIAA1560 protein
ITGB1BP3 | 035L10_Muscle-specific beta 1 integrin binding protein
TSPAN13 | 024E07_Tetraspan NET-6 protein

Geni sovraespressi
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Mappando i geni differenzialmente espressi, in l@k&einterazioni gene-proteina con
software Cytoscape (figura 4.2), e’ stato messevidenza un coinvolgimento di geni
che regolano TGF(Transforming growth factor beta), ciclo cellularda cascata della

coagulazione.

Coagulation_FactoiXp

Figura 4.2. Schema di interazione fra proteingobso i geni up-regolati nel pool di pazienti Rnevérde
i geni sottoespressi. In rosa i geni non differalmente espressi.

L’analisi dei trascritti differenzialmente esprebsi portato inoltre all'identificazione di
almeno 4 genilFIT1 (interferon-induced protein with tetratricopeptidepeats 1),
IFIT3 (interferon-induced protein with tetratricopeptidepeats 3),STATL1 (Signal
Transducers and Activators of Transcription 1YEF3 (Trefoil factor 3), coinvolti
nell'interferone (IFN)-signaling pathways e neltiahizione di NF-kappaB. Questi geni
sono stati selezionati per il noto coinvolgimentellal cascata del fattore nucleare
kappa-B e del signalling mediato dall'interferonella sviluppo e rigenerazione del

muscolo.

4.1.2 Validazione con Real time-PCR

Esperimenti di analisi quantitativa dei trascrittiediante Real time-PCR hanno
confermato la significativa sovraespressione distjueascritti nel pool dei pazienti R
rispetto ai NR (figura 4.3). | livelli di di mMRNAgy i genilFIT1, IFIT3, TFF3 e STAT1

sono risultati in media 4,5 volte (DS=1,37) superieel pool di pazienti R rispetto al
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pool di pazienti NR con un valore di p dEIT1 p=0,008;IFIT3 p=0,016; TFF3
p=0,001;STAT1p=0,034.

Steroido responsivi su non responsivi

7,000

6,000

5,000

4,000

3,000

Expression ratio [log2 scale]

2,000

1,000

0,000 T T

& & el as
© & &

GENI

Figura 4.3. Validazione con metodica Real time-P@&@R i geni sovraespressi nei pazienti IRIT1,
IFIT3, TFF3, eSTAT1

L’'analisi dell’'espressione dei trascritti nei sitigmazienti ha tuttavia fatto emergere una
estrema variabilita’ interindividuale sia tra i pa#ti R che NR. In particolare il paziente
2064 nel gruppo dei pazienti R presentava costasriee, per tutti i trascritti analizzati
(tranne pefTFF3), valori di espressione di almeno 4 volte superispetto agli altri

pazienti, contribuendo in maniera decisiva all@sigativita’ delle medie (figura 4.4).

Pazienti su controlli
7,000

5,000 HIFIT1

mIFIT3
TFF3
mSTATL

3,000

1,000

-1,000 +

Expression ratio [log2 scale]

NR1456 NR1881 R1686 R3368 R4433 R1839 R2064

-3,000

-5,000

Pazienti

Figura 4.4. Analisi dei valori di espressione deigsli pazienti rispetto ai controlli per i gerFIT1,
IFIT3, TFF3, STAT1(NR: “steroido non-responsivo”; R: “steroido reggivo”).
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Questa osservazione ci ha fatto ipotizzare cheveagspressione nei pazienti R fosse in
realta’ dovuta al contributo preponderante di uiho geaziente e non riflettesse |l

comportamento del gruppo.

4.2.1 Analisi Microarray dei singoli pazienti rispdto ai controlli

L’osservazione che l'analisi dei trascritti utileazdo un pool di RNA non riflettesse un
comportamento trascrizionale omogeneo, nellambdio due gruppi, ci ha portato a
condurre a una seconda analisi dei profili di espome utilizzando i valori di

espressione di ogni singolo paziente.

In questa analisi e’ stato escluso il paziente 4d8B gruppo dei pazienti R per
mancanza di materiale bioptico. Anche in quest® ¢agati sono stati normalizzati e
filtrati come negli esperimenti precedenti.

La lista dei geni differenzialmente espressi eastdatenuta mediante I'utilizzo di SAM.
In questo esperimento sono stati identificati 44i gdifferenzialmente espressi: 19

sovraespressi nei pazienti R e 25 sottoespressli@ad.2a e 4.2b).

Gene Nome del Gene

SEMAGD KIAA1479 PROTEIN

IRS2 INSULIN RECEPTOR SUBSTRATE 2

SAMD13 STERILE ALPHA MOTIF DOMAIN CONTAINING 13

SESN3 SESTRIN 3

SOD2 SUPEROXIDE DISMUTASE 2, MITOCHONDRIAL

TNFSF10 TUMOR NECROSIS FACTOR (LIGAND) SUPERFAMILY, MEMBER 10

TSPANS8 TETRASPANIN 8 i)
7]

TMEM59 TRANSMEMBRANE PROTEIN 59 )
o

SUV420H1 SUPPRESSOR OF VARIEGATION 4-20 HOMOLOG 1 (DROSOPHILA) 2

UPREGULATED DURING SKELETAL MUSCLE GROWTH 5 HOMOLOG @

USMG5 (MOUSE) 3

TNF TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF SUPERFAMILY, MEMBER 2) °
c

ATP6V1G2 ATPASE, H+ TRANSPORTING, LYSOSOMAL 13KDA, V1 SUBUNIT G2 $

AlIF1 ALLOGRAFT INFLAMMATORY FACTOR 1

NUCLEAR FACTOR OF KAPPA LIGHT POLYPEPTIDE GENE ENHANCER

NFKBIL1 IN B-CELLS INHIBITOR-LIKE 1

LTB LYMPHOTOXIN BETA (TNF SUPERFAMILY, MEMBER 3)

NCR3 NATURAL CYTOTOXICITY TRIGGERING RECEPTOR 3

LTA LYMPHOTOXIN ALPHA (TNF SUPERFAMILY, MEMBER 1)

TNF TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF SUPERFAMILY, MEMBER 2)

BAT1 HLA-B ASSOCIATED TRANSCRIPT 1

Tabella 4.2a. Geni sovraespressi nei pazientigtts ai controlli.
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Gene Nome del Gene
ICOSLG INDUCIBLE T-CELL CO-STIMULATOR LIGAND
NY-REN-7 KIAA0752 PROTEIN
FLJ23588 CAP-BINDING PROTEIN COMPLEX INTERACTING PROTEIN 1
C60RF68 CHROMOSOME 6 OPEN READING FRAME 68
HSPB8 HEAT SHOCK 22KDA PROTEIN 8
CTSS CATHEPSIN S
PHTF1 PUTATIVE HOMEODOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR 1
TMEM70 TRANSMEMBRANE PROTEIN 70
SECRETED PHOSPHOPROTEIN 1 (OSTEOPONTIN, BONE
SPP1 SIALOPROTEIN |, EARLY T-LYMPHOCYTE ACTIVATION 1)
CADHERIN, EGF LAG SEVEN-PASS G-TYPE RECEPTOR 2 (FLAMINGO i
CELSR2 HOMOLOG, DROSOPHILA) @
SLC31A1 SOLUTE CARRIER FAMILY 31 (COPPER TRANSPORTERS), MEMBER 1 °=5’_
CTSL CATHEPSIN L §
RARRES1 RETINOIC ACID RECEPTOR RESPONDER (TAZAROTENE INDUCED) 1 B
S100A9 S100 CALCIUM BINDING PROTEIN A9 (CALGRANULIN B) e
CHEMOKINE (C-C MOTIF) LIGAND 18 (PULMONARY AND ACTIVATION- S
CCL18 REGULATED) 0]
PHLDA2 PLECKSTRIN HOMOLOGY-LIKE DOMAIN, FAMILY A, MEMBER 2
CCNA1l CYCLIN A1
CXX1 CAAX BOX 1
LEUKOCYTE IMMUNOGLOBULIN-LIKE RECEPTOR, SUBFAMILY A
LILRAZ2 (WITH TM DOMAIN), MEMBER 2
C30RF18 CHROMOSOME 3 OPEN READING FRAME 18
GPATC2 G PATCH DOMAIN CONTAINING 2
ARFGAP1 ADP-RIBOSYLATION FACTOR GTPASE ACTIVATING PROTEIN 1
PMAIP1 PHORBOL-12-MYRISTATE-13-ACETATE-INDUCED PROTEIN 1
MAF1 MAF1 HOMOLOG (S. CEREVISIAE)
HAVCR?2 HEPATITIS A VIRUS CELLULAR RECEPTOR 2

Tabella 4.2b. Geni sottoespressi nei pazienti pette ai controlli.

Dall’analisi con il software Data mining with Ge@ntology (figura 4.5), nei pazienti
R il 50% dei geni sottoespressi aveva un ruoloanebolazione dei processi biologici
44% 33%

comunicazione cellulare, il 22% nella risposta adiless, il 22% nella risposta

della cellula, il era coinvolto nel metabolisneellulare, il nella

immunitaria, il 16% nello sviluppo cellulare. Tragéni sovraespressi il 57% risultava
implicata nella regolazione dei processi biologic42% aveva un ruolo nei processi
metabolici cellulari, il 37% nella risposta immtaria, il 37% nella comunicazione

cellulare, il 21% nella proliferazione cellulard 4% nel ciclo cellulare.
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geni sovraespressi geni sottoespressi

Figura 4.5. Classificazione dei principali tragcdifferenzialmente espressi nei pazienti R.

I geni differenzialmente espressi sono stati amatizper le loro caratteristiche di
funzione, espressione fisiologica ed interazionn caltri geni con lo scopo di
identificare cascate funzionali. Sono stati idécaifi 4 trascritti appartenenti alla
superfamiglia del TNFTNF (Tumor necrosis factor)NFS10(Tumor necrosis factor
ligand member 10)LTA (lymphotoxin alpha),LTB (lymphotoxin beta) e della
regolazione dNFKBIL1 (nuclear factor of kappa light polipeptide genéarcer in B-

cells inhibitor-like 1).

TNF FAMILY

[TNFsRE—m{ 5P |

Figura 4.5b. Geni appartenenti alla superfamighiaTdNF.
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| profili trascrizionali dei singoli pazienti sorstati poi sottoposti ad analisi mediante la
metodica della clusterizzazione gerarchica (Eigext, d998). Questo metodo raggruppa
I pazienti indipendentemente da ogni informaziangriori sulla loro appartenenza ad
un gruppo piuttosto che ad un altro (R vs NR) z#dindo distanze euclidee
(raggruppamento di trascritti a seconda della drtae quindi dell'appartenenza o
meno ad un insieme dipendente da quanto il trascpteso in esame é distante
dallinsieme stesso). |l risultato finale di questnalisi €' stato un dendrogramma
(Figura 4.6) nel quale i pazienti R (pazienti 208368 e 1839) hanno mostrato profili
trascrizionali piu’ simili tra loro rispetto ai pi@nti NR (pazienti 1456 e 3639) che sono
stati clusterizzati in un gruppo indipendente.pakzienti 1686 e 1881 presentavano
profili trascrizionali distanti da tutti gli altrpazienti e sono stati pertanto esclusi

dall'analisi (Figure 4.6 e 4.7). L’esclusione diegti pazienti non ha portato modifiche
all'analisi di cluster.

Exp. 19
=

Exp.10 =

3.0

Exp.20 ©
Exp.1l
Exp. 2
Exp. 5
Exp.9
Exp.1l3
Exp.l14
Exp.lh
Exp.lb
Exp.23
Exp.24

— Exp.b

Figura 4.6. Cluster analisi. Si evidenziano duegrui pazienti 1456 (exp. 13-14) e 3639 (exp. 9-4di

pazienti 2064 (exp. 15-16), 3368 (exp. 5-6) e 1&3P. 1-2) che si distanziano. | pazienti 1686 8118
separano da entrambi i gruppi.

.0 0.0 3.0
= ™M =+ ] W
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Figura 4.7. | pazienti NR: pazienti 3639 (exp. 9-801456 (exp. 13-14), presentano distanti euclidee
minori rispetto ai pazienti R: 1839 (exp. 1-2), 836xp. 5-6) e 2064 (exp. 15-16.
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Allo scopo di identificare trascritti sovra o saspressi in tutti i pazienti R rispetto ai
NR sono stati analizzati i singoli valori di esmiese di ciascun gene e sono stati
selezionati solo geni che presentassero in tugiazienti R valori di espressione
differenziale di almeno 3 rispetto a NR. (figur8 4.4.9)

~3.0 0.0 3.0
~” = -+ el el
o a3 . _ = & - - i oy
o o o 0. o o o . o o
E 1 [zj " M ] lﬁ b M ]
4 [ & “ i & & [

054F13 Homa sapiens. clone IMARGE:3997920. mRKA
019716 Transmembrane 4 superfamily member 3

021723 Hypothetical protein MGED14697

043p24 _Homo sapiens DNA. cosmid clones THE2 and TN82
036C1l6_Insulin receptcor substrate 2

039E13 KIAM1I479 protein

022F05 Hypothetical protein MGCS5618
006ALH Chremosome 1 open reading frame 8

053H06_Hypothetical protein FLJ20039

Figura 4.8. Cluster analysis dei i geni sovraespms pazienti R. Pazienti 3639 (exp. 9-10) , 14&56.
13-14), 1839 (exp. 1-2), 3368 (exp. 5-6) e 2064 (456-16).
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051021 Homolog of yeast MAF1
016120 Sclute carrier family 31 [:oppe transporters). member 1
UJ‘RUJ Hypothetical protein FLJ20533
1 secreted phosphoprotein 1 (ostecpentin. bone sialoprotein
1 _KIARO752 protein

1 6 Retingic acid rec eptor responder (tazarotene induced) 1
05 Iii Membrane-spanning é¢-domains. subfamily A. member 4
023820 Cat heps:m g
001E07 Phorbol-li-myristate-l3-acetate-induced protein 1
029F19 Hypothetical protein FLJ23588
021519 _Homo Sapiens -mRNA
014F05 Cadherin. EGF LAG seven-pass G-type recepter 2 (flamingo
048020 Homo sapiens mRKA
008D15_GZ0 protein
0i8ci9 cathepsin L
043220 CAAN box 1
040M20 Homo sapiens oDKR FLJ10963 fis. clone PLACEL000716
037722 Tumor suppressing subtransferable candidate 3
037015 _Hypothetical protein FLJ14428
018F20 Cyclin Al
032G07_8100 calecium binding protein A% (calgranulin B)
024302 Hemo aap:erla cDKA FLJ12002 fig. _l:mE HEMBB1001536
010E04 ADP-ribosylation factor 1 GTPase activating protein
| 025H07_ Homo sapiens. Similar to hypothetical protein. MEC:7189.

014E20 Hypothetical protein FLJ10252
| 007019 Small inducible "yta.une subfamily A (Cys-Cys). member 18
029a19 Leukccyte immunoglobulin-like receptor. subfamily A (with
007M07 KIAROG53 protein, Bi-like protein

Figura 4.9. Cluster analysis dei geni sottoespmaispazienti R: Pazienti 3639 (exp. 9-10) , 14&@p(
13-14), 1839 (exp. 1-2), 3368 (exp. 5-6) e 2064 (456-16).

Solo sulla base di questi parametri sono statzemiati i seguenti genlJSMG5 (up-
regulated during skeletal muscle growth 5pPP1 (Homo sapiens secreted
phosphoprotein 15100A9Homo sapiens S100 calcium binding protein AGRSLG
(Homo sapiens inducible T-cell co-stimulator ligand LILRA2 (Homo sapiens
leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamilyember 2). Questi geni sono stati

sotto posti a quantificazione mediante Real tim&PC
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4.2.2 Validazione con Real time-PCR

Per la convalida dei profili di espressione sonati stcelti i geni appartenenti alla
superfamiglia del TNFTNF, TNFS10 LTA LTB, NFKBIL1 identificati mediante
raggruppamento funzionale, ed i ganbMG5 S100A9 LILRA2 SPP1le ICOSLG,

identificati mediante I'analisi di clusterizzazione

| dati ottenuti con Real time-PCR sono stati azaliznei seguenti modi:

Sono stati confrontati le medie di espressionepaegienti R rispetto alle medie
dei pazienti NR utilizzati come standard di rifeeimo a zero. | livelli di di
MRNA per i geniTNF, TNFS10, LTA, LTB, NFKBILAUSMG5sono risultati
in media 2,3 volte (DS=1,54) superiori nei di patid rispetto ai pazienti NR,
mentre i livelli di mRNA per i genS5100A9, LILRA2, SPP& ICOSLG sono
risultati in media 2,2 volte (DS=0,67) sottoespreSslo per i genLILRA2 e
SPP1le’ stata raggiunta la significativita’ (figura 9)1

Allo scopo di identificare i livelli di espressiongel pool di pazienti DMD
rispetto ai controlli e’ stata utilizzata come vadi riferimento a zero la media
dei controlli. I livelli di di mMRNA per i genTNF, TNFS10, LTA, LTB, NFKBIL1
e USMGb5risultano sotto espressi nel pool di pazienti Dképetto ai controlli.
Mentre i livelli di mRNA per i geniS100A9, LILRA2, SPP1 e ICOSISBGno
risultati sovraespressi. Solo per i genNFS10, NFKBIL1le SPP1le’ stata

raggiunta la significativita’ (figura 4.11)

Sono stati analizzati i valori di espressione pgniaeni USMGS5 S100A9
LILRA2 SPP1elCOSLGin ogni singolo paziente (R e NR) e confrontath ¢&
medio dei valori dei controlli utilizzata come vedazero di riferimento. | livelli
di mRNA per il gendJSMGb5risultava sovraespresso nei pazienti R rispetto ai

pazienti NR con una significativita’ di p=0,05 (@ia 4.12).
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Figura 4.10. Validazione con metodica Realtime-RigR i geni:TNF, TNFS10, LTA, LTB, NFKBIL1,
USMGS5, S100A9, LILRA2, SPP1 e ICOSLG.
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Figura 4.11. Analisi del pool di pazienti DMD rigfmeai controlli per i geniTNF, TNFS10, LTA, LTB,
NFKBIL1, USMG5, S100A9, LILRA2, SPP1 e ICOSLG.
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Figura 4.12. Analisi dei singoli pazienti rispestiocontrolli per i geniUSMGS S100A9LILRAZ SPP1le
ICOSLG (NR: “steroido non-responsivo”; R: “steroido resgivo”)

4.3 Genotipizzazione

| pazienti DMD sono stati genotipizzati per i segiiepolimorfism: +G205T nella
regione del promotore del gene AKT1 e per i polifisari codificanti 1729T>C nel
gene ACTN3 che risulta in R577X e il polimorfismdSI>C nel gene USMG5 che
risulta in S49P.

4.3.1 Analisi del polimorfismo+G205T nel geneAKT1

Il gene AKT1 codifica per la proteina AKT (serinm@dnina chinasi) che ha un ruolo
importante nel sistema ubiquitina-proteasoma nala IGF-1/PI3K/AKT. In questa
via il p-AKT va a fosforilare/inattivare i fattodi trascrizione FOXO (Sacheck et al.
2004; Sandri et al. 2004) che non potendo entrar@aurcleo prevengono la trascrizione
di atrogin-1 e di altri fattori che aumentano &gthdazione proteica. In letteratura sono
presenti studi che mettono in relazione il polimsrfo +G205T con la massa e forza
muscolare. Per questo polimorfismo sono stati apafi 93 pazienti con diagnosi
DMD, 49 pazienti presentavano il genotipo GG, 38iguati GT e 5 pazienti TT (tabella
4.3).
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o AKT1 +G205T Genotipo Alleli
Pazienti GG GT - G
n° 93 49 39 5
Frequenza 0,53 0,42 0,05 ]0,74|0,26

Tabella 4.3. Analisi del polimorfismeG205T nel gen&KT1.

La distribuzione genotipica e’ stata confrontata & perdita della deambulazione ma

non sono emerse correlazioni significative frae grarametri (figura 4.13).
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DMD (steroid-treated) AKT1 +205G>T
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age at loss of ambulation
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n=34

Figura 4.13. Distribuzione genotipica e perditdaldeambulazione dei pazienti trattati con sterddjni
colonna equivale ad un paziente e I'altezza all'alia perdiata della deambulazione.

Abbiamo anche valutato I'espressione della proteiki@l (55,7KDa.) e p-AKT

mediante Western blotting in sei pazienti DMD gguntati per il polimorfismo
+G205T nel genAKTL | pazienti 3258, 2568 e 3368, classificati comehanno perso

la deambulazione intorno ai 15-16 mentre i pazi@2@4, 1456 e 2620, classificati

come NR, hanno perso la deambulazione tra i 9anh0

L’espressione del p-AKT nei pazienti DMD (figural4. quadrante in alto) risulta

aumentata senza una chiara correlazione ne’ cgenibtipo AKT dei pazienti ne’ con

I'eta’ alla perdita della deambulazione. La quacdifione di AKT e’ risultata simile tra

I pazienti e i controlli.
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Figura 4.14. Western blotting per p-AKT (fosfo-AKr) alto) e AKT (in basso). Pazienti R: 3258, 2568
e 3368. Pazienti NR: 2224, 1456 e 2620. La leftemadica il genotipo GG, E il genotipo GT. | corltro
sono indicati con la lettera C.

4.3.2 Analisi del polimorfismo 1729T>C nel genACTN3

I geneACTNS3codifica per la proteina-actinina 3, una delle 2 isoforme della proteina
a-actinina che permette il legame dei filamenti keggli actina tra i sarcomeri adiacenti
[MacArthur, et al.,2004]. L'a-actinina, proteina della linea Z, si trova ndillere
muscolari veloci. La variante 1729T>C causa un ocedti stop prematuro (R577X) che
si traduce in un deficit di-actinina in circa il 18% della popolazione di qatib
[Clarkson, et al., 2005]. Studi recenti mettonoralazione questa variante con le
prestazioni atletiche e quindi con la forza museolg¥’ang, et al.,, 2003]. Nel nostro
studio sono stati analizzati 111 pazienti con dsg®MD, 41 pazienti presentavano il
genotipo TT, 60 pazienti TC e 10 pazienti CC (tkbél4).
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o ACTN3 1729T>C Genotipo Alleli
Pazienti ™1 TC cc |1 c
n° 111 41 60 10
Frequenza 0,37 0,54 0,09 0,64 0,36

Tabella 4.4. Analitgil polimorfismol729T>Cnel geneACTN3.

Il gruppo di pazienti omozigoti per il genotipo saico ed il gruppo di pazienti
eterozigoti per il polimorfismo (i pazienti omonig per il genotipo mutato non erano
sufficientemente numerosi per essere confrontdtiadiygi con metodi statistici) sono
stati confrontati per verificare se avessero peasté motorie significativamente
diverse. Si sono utilizzati come variabili I'etdlaaperdita della deambulazione e la
somma del valore MRC misurata ai muscoli ileo-psogsiadricipite femorale, tenendo
conto del regime terapeutico (terapia steroidetbasnaturale). Questa analisi non ha

evidenziato differenze statisticamente significafita i due gruppi.

4.3.3 Analisi del polimorfismo 145T>C nel gen&/SMG5

Di questo gene si conosce poco in letteratura realtai sovraespresso durante la
miogenesi. | pazienti sono stati analizzati pgvalimorfismo 145T>C (S49P) con la
stessa metodica usata precedentemente ma i teshammo evidenziato differenze

statisticamente significative fra i due gruppi (Eda 4.5).

o USMG5 145T>C Genotipo Alleli
Pazientl ™1 TC cc |1t ¢
n° 110 56 54 0
Frequenza 0,51 049 0 0,7510,25

Tabella 4.5. Anatiwl polimorfismol45T>C nel gendJSMGA
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5. DISCUSSIONE

Scopo di questa tesi e’ stato cercare di decifiameccanismi molecolari che
sottendono la variabilita’ fenotipica nella DMDLa DMD e’ una malattia monogenica
legata al cromosoma X causata da mutazioni conitpedd funzione nel gene per la
distrofina. Dal punto di vista biochimico tuttipazienti presentano totale assenza di
distrofina nel muscolo scheletrico e pertanto ciaspetterebbe un andamento clinico
relativamente omogeneo nella popolazione DMD.ehita’, anche se la perdita di forza
e’ progressiva in tutti i pazienti, clinicamenteasiserva una discreta variabilita’ con
pazienti nei quali il declino di forza muscolarep@l’ lento e pertanto conservano piu’ a
lungo la capacita’ di deambulare rispetto ad al&bbiamo ipotizzato che alla base di
queste differenze cliniche ci potesse essere uerelifte profilo trascrizionale fra i
pazienti. La tecnica dei profili di espressionélan®MD e’ gia’ stata utilizzata con
successo in studi precedenti [Brooke et al, 19&hidhel et al, 1991; Griggs et al,
1991; Griggs et al, 1993; Angelini et al, 1994; Melh et al, 1998; Bonifati et al, 2000]
nei quali pero’ lo scopo era quello di delinearedeatteristiche trascrizionali tipiche dei
pazienti DMD rispetto ai controlli e nei quali. o€ il nostro primo gruppo di
esperimenti abbiamo caratterizzato due profili dnasonali diversi nei pazienti che
abbiamo arbitrariamente classificato come R e NRpazienti R presentavano una
espressione alterata di geni coinvolti nel signglicellulare e nel controllo metabolico
della cellula. Fra i geni deregolati la nostrem@tione e’ stata rivolta ad alcuni geni
potenzialmente rilevanti nella progressione clinitamalattia. |1 geniFIT1 e IFIT3,
indotti dall'interferone, sono risultati sovraesgsi nei pazienti DMD. E’ noto che la
secrezione di interferone-gamma, e dei geni datquedotti, sono dei potente induttori
della risposta immunitaria, la quale a sua voltiagliibe mitigare la necrosi cellulare,
come gia’ dimostrato sperimentalmente nel topax [Lagrota, et al., 2002]. Il gene
STAT1e’' un attivatore della trascrizione che mediagdiessione di numerosi geni
coinvolti nella omeostasi cellulare ed e’ a suatavdbsforilato, e quindi attivato, da
numerose vie di controllo del signalling celluldra cui NFKB [Dogra, et al., 2008].
E’ stato recentemente dimostrato che il gERE3 e’ un potente attivatore della cascata
NF-kB [Zhu, et al., 2005]. Questi dati ci hanno ptwrtad ipotizzare che il profilo
trascrizionale nei pazienti R potesse suggerireattigazione, diretta ed indiretta, del

fattore di trascrizione NikB. Questo risultato ci €’ sembrato rilevante cdasando i
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recenti dati della letteratura che sottolineavanoruolo prominente di NkB nella
progressione della DMD [Acharyya, et al., 2007].

Nel tentativo di identificare un profilo trascriniale tipico per lo stato di R abbiamo
rivalutato singolarmente il profilo trascrizionade ciascun paziente ed abbiamo notato
un limite rilevante al nostro approccio sperimesitaRbbiamo identificato nell’ambito
dei due gruppi di pazienti una elevatissima vao@agiinterindividuale. L’utilizzazione
di pool di RNA di pazienti, se da un lato minimizi& variazione di espressione
interindividuale, il background genetico di ciasqueiente o le variazioni legate alle
caratteristiche istopatologiche della biopsia misseo p.es necrosi e sostituzione
fibro-adiposa) da cui e’ stato estratto 'RNA, dralparte non garantisce nella media un
contributo uniforme di ciascun paziente e puo’ ea@sin bias nei risultati. Riteniamo
pertanto che i risultati di questi primi esperimeat abbiamo consentito la sola
identificazione di geni deregolati nei pazienti DMiha non ci consentano
I'identificazione sicura di geni coinvolti nella molazione del fenotipo. Allo scopo di
identificare trascritti la cui espressione potegssere correlata ad un particolare
fenotipo abbiamo analizzato separatamente I'RNAst®yoli pazienti. Questa analisi
ha portato all'identificazione della sovraespressia@i numerosi geni coinvolti nella
cascata del fattore di necrosi tumorale (TNF) reignti R. Questo risultato e’ stato
sorprendente, ed apparentemente contraddittorisidd®rando che e’ noto il ruolo del
TNF nell'esacerbare il danno muscolare nel musd@tofico. Parimenti e’ noto che il
trattamento di topmdx con farmaci anti TNF (etanercept o anticorpi sf@ccV1q)
[Radley, et al., 2008][Pierno, et al., 2007] mighide prestazione motorie e gli aspetti
istopatologici della biopsia muscolare. Al moneestiamo verificando l'ipotesi che
'aumento di espressione dei geni coinvolti nebsaata del TNF sia in realta’ dovuta
alla commistione nellRNA del muscolo da parte @®MA degli elementi
linfomonocitari infiltranti come gia’ dimostrato iprecedenti lavori [Tews, 2005] e non
rappresenti il contributo della fibra muscolaresste

A sostegno della validita’ della ipotesi di potelemtificare un profilo trascrizionale
diverso nei pazienti con fenotipo clinico mite efjo ai pazienti con fenotipo severo e’
stata la possibilita’, utilizzando l'analisi di slierizzazione gerarchica, di identificare
due gruppi distinti di pazienti e di verificare clogascun gruppo corrispondeva
rispettivamente ai pazienti R e NR. Questo risol@ stato di particolare rilevanza
considerando che la suddivisione ha utilizzato me#odica che raggruppava i pazienti

indipendentemente da ogni informazian@riori sulla loro appartenenza ad un gruppo
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piuttosto che ad un altro. L’analisi dei singdhascritti che ha portato alla
clusterizzazione ha fatto emergere un gene paatic@nte significativoUSMG5S
Molto poco e’ noto in letteratura su questo gem@rie che e’ up-regolato durante la
miogenesi e che il suo profilo trascrizionale m@asina massima espressione a livello di
muscolo scheletrico e cardiaco. Gli esperimentiedl time PCR hanno mostrato che
guesto gene e’ normalmente sottoespresso nei piaRigD rispetto ai controlli, ma e’
chiaramente “meno sottoespresso” nei pazienti fpetis ai pazienti NR. E’ prematuro
trarre delle conclusioni definitive su questo trasz Attualmente stiamo estendendo
ad una piu’ ampia coorte di pazienti DMD I'analigiantitativa del’lRNA dUSMG5

Un altro approccio che abbiamo utilizzato allo scolp identificare fattori modulanti il
fenotipo DMD e’ stato quello di condurre esperimehtgenotipizzazione in una larga
popolazione di pazienti. Abbiamo genotipizzato i8etsi polimorfismi in 3 geni.
Questi geni sono stati scelti con criteri diver8KT e’ stato selezionato poiche’ e’ noto
il suo ruolo nella ipertrofia muscolare essendarithcipale effettore di IGF-1, e poiche’
il polimorfismo +G205T situato nella regione 5’ dgdne altera un dominio di controllo
della trascrizione altamente conservato. Inol@edimostrazione nel giovane adulto
dell'associazione di questo polimorfismo con migliprestazioni atletiche lo rendeva
un candidato eccellente. Purtroppo non siamo ititest associare questo polimorfismo
ad un prolungamento della deambulazione autonomadouna maggiore forza
muscolare. Questo risultato puo’ riflettere laleemancanza di una associazione o
potrebbe essere imputabile ad una scarsa numercaitgpionaria. Noi abbiamo
analizzato circa un centinaio di pazienti DMD cher gli studi di associazione
certamente non rappresenta un numero elevata, biaago considerare che la DMD
e’ patologia rara e che la nostra casistica e dale piu’ ampie al mondo. |l
polimorfismo R577X del geneACTN3 e’ stato scelto poiche’ numerosi studi in
letteratura lo avevano associata ad una migliorfopeance muscolare in coorti di
atleti, ma purtroppo i nostri esperimenti non haewalenziato nessuna associazione
significativa ne’ con la forza muscolare ne’ conplardita della deambulazione nei
nostri pazienti. L’ultimo gene genotipizzato ad polimorfismo codificante e’ stato il

geneUSMG5 Purtroppo anche in questo caso lo studio nafeb@esito positivo.

In conclusione, il nostro studio dei profili di espsione nei pazienti affetti da DMD ha
dimostrato la possibilita’ di clusterizzage priori pazienti con progressione clinica
diversa. Questo risultato e’ rilevante considecande implica la possibilita’ che alla

base della progressione di malattia nella DMD & sina regolazione genica
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differenziale. Questo dato offre strategie terdipha alternative alla sola correzione
del difetto genico con terapia genica o cellular@lteriori studi sono necessari per
definire meglio i meccanismi molecolari alla bas#lalmodulazione del fenotipo nella
DMD.
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