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RIASSUNTO

Le cellule rispondono allo stress ossidativo atida la trascrizione di geni
coinvolti nella risposta antiossidante. L’'espressialella maggior parte di
questi geni é regolata dal fattore trascrizionatt2 NNostri risultati precedenti
mostrano che in cloni resistenti allo stress ossidai livelli di mRNA dei
geni del trasportatore cistina/glutammato (x-CTéllad glutatione S-trasferasi
(GSTal) e del’NAD(P)H chinone reduttasi (NQO1) sono amati e che tale
aumento e correlato ad un incremento dei liveltleari della proteina Nrf2.

In parallelo con questa “risposta antiossidante’gdllule attivano meccanismi
di riparo dei danni indotti dai ROS. Un ruolo chean questa risposta cellulare
e svolto dalla proteina p53, che induce arrestaid® cellulare per riparare
danni al DNA e/o apoptosi in presenza di un danr2iN&A non riparabile.

In questa tesi abbiamo esplorato una possibile (cooazione” tra questi due
meccanismi di regolazione. Esperimenti di trasfeeidransiente avevano
dimostrato che p53 regola negativamente l'induzideiegeni Nrf2-dipendenti.
In questo studio abbiamo dimostrato che 'aumemtio ttascritti endogeni di
guesti geni dovuto ad iperespressione di Nrf2 eattaimento con il DEM,
viene contrastato dalla iperespressione di p53la daa attivazione endogena.
Attraverso esperimenti di “Chromatin immunopre@pin” (ChIP) abbiamo
dimostrato che p53 é presente nella regione croratdei promotori dei geni
x-CT ed NQO1 e che I iperespressione di p53 gaug di inibire il legame di
Nrf2 su entrambi i promotori, indicando un meccaros molecolare di
inibizione comune ai geni Nrf2-dipendenti. Inoltrasultati emersi dalla
dissezione del promotore del gene di x-CT indicahe la regione minima

coinvolta nell'interazione con p53 contiene anch@ATA box.



SUMMARY

Cells respond to oxidative stress by activating trenscription of genes
involved in the anti-oxidant response. The expmssif most of these genes is
regulated by the transcription factor Nrf2. Ourvpoeis data show that in cell
clones resistant to oxidative stress MRNA levels ayktine/glutamate
transporter (x-CT), of glutathione-S-transferasd (GST al) and of
NAD(P)H: quinone oxidoreductase-1 (NQO1) genes iaogeased and this
augment is due to increased nuclear levels of pird2ein.

In parallel with this “antioxidant response”, celictivate repair mechanisms
of the ROS-induced damages. A key role in thisutallresponse is played by
p53, which induces cell cycle arrest aimed to nrepdNA damages, and/or
apoptosis in presence of an unrepairable DNA damage

In this thesis we explored the possible cross baliveen these two regulatory
mechanisms. Transient transfection experiments stiaivat p53 negatively
regulates the induction of Nrf2-dependent geneshikstudy we have shown
that the increase of endogenous transcripts dubrt® overexpression or
exposure to DEM is antagonized by p53 overexprassioendogenous p53
activation.

By “Chromatin immunoprecipitation” (ChIP) experimsrwe have shown that
p53 is present in chromatinized region of the x&i NQO1 gene promoters
and that p53 overexpression can inhibit the Nri2dlrig to both promoters,
suggesting a common molecular mechanism of inbiifor Nrf2-dependent
genes. Furthermore, results emerged from the aieseof thex-CT gene
promoter indicate that the minimal region invohiadheinteraction with p53

also contains the TATA box.



1. INTRODUZIONE

1.1 I ROS nelle funzioni cellulari

| principali radicali liberi dell'ossigeno o ROS €Rctive_Qiygen Secies),
composti con elevata reattivita chimica, song: @nione superossido)P.H
(radicale idroperossido)OH (radicale idrossilico); NO(monossido d’azoto);
ONOQO (anione perossinitrito). Altre molecole, quali,® (perossido
d’idrogeno) e HOCI (acido ipocloroso), pur non eske radicali di per se,
producono facilmenteOH altamente reattivo (1, 2, 3). Nei sistemi biatag
ROS vengono generati ed eliminati continuamentsi #sngono prodotti sia
attraverso una serie di reazioni catalizzate daverche attraverso reazioni di
natura non enzimatica, ma anche in seguito ad =spos a radiazioni
ionizzanti, xenobiotici, agenti chemoterapici (1).

A concentrazioni elevate i ROS danneggiano i maggsostituenti della
cellula (DNA, proteine, lipidi) partecipando cosi @rocessi quali
'invecchiamento (4) e le patologie ad esso coteelds, 6), nonché
allinduzione e al mantenimento dello stato trasfmio (6 e referenze
contenute in essa). A concentrazioni moderateawiatt i ROS partecipano
attivamente ad una varieta di processi biologicnptessi, quali la trasduzione
del segnale, il controllo dell’espressione genitapoptosi, la senescenza
cellulare, (7, 8, 9 e Figura 1A).

ROS come molecole segnale intracellulari (secoreBsaggeri) sono generati
nella trasduzione del segnale mitogenico mediatarelzettore del PDGF

(Platelet Derived Growth Factor Receptor) e deeallassi di recettori come



A,

Attivita di oncogeni

ROS / l \
// l \\ A"Scvenger” antiossil i A Parametri ici Tﬁmvita ossidasica

Nrf2 NF-kB

Apoptosi Instabilita Senescenza
genomica
Aumento
delle mutazioni
11 Apoptosi Proliferazione " Arresto della crescita Senescenza l
equenze Formazione del tumore
Current Opinion in Cell Biology

Figura 1
A. Funzione dei ROS

I ROS possono essere prodotti all'esterno dellleglo dalla cellula stessa in
risposta a stimoli esterni. | fattori di trascriz@Nrf2, p53 e NF-kB sono essi
stessi regolati dai ROS, mentre le vie del segrii@)K/Akt e MAPK
regolano fattori di trascrizione attraverso la tog8azione.

Il risultato definitivo dipende dal bilancio traVarie cascate stress-dipendenti.

B. Un modello per lo stress ossidativo nella formaziendel tumore
L’attivazione di alcuni oncogeni (per esempio cr@dstermina un aumento dei
ROS intracellulari attraverso alterazioni dello&genging”, del metabolismo e
di ossidasi cellulari. L’eliminazione delle cellulenutate avviene con
senescenza prematura o apoptosi. Alcune cellulsopos‘sfuggire” a questo
controllo, e la continua esposizione agli ossidamméesca instabilita genomica,
mutazioni e infine tumore



I EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor), SraL¥yn, Lck e recettori
della famiglia delle MAPK (Mitogen Activated ProteKinase) ovvero ERK 1
e 2 (Extracellular signal-regulated protein kinasé4? e p44), p38 MAPK e
JNK (c-Jun N-terminal Kinase) (7, 8, 9).

| bersagli cellulari a valle dei ROS non sono statnpletamente definiti. Una
classe di proteine attivata dai ROS é rappreseq@ta chinasi, enzimi che
fosforilano proteine bersaglio in residui di seritr@onina o di tirosina (7). La
via di trasduzione del segnale meglio caratterezdei recettori tirosina-
chinasi € quella Ras/Raf/MEK/ERK, che controlla lifgcazione cellulare,
differenziamento, apoptosi (10). Un altro effettidatto dai ROS é l'inibizione
delle proteine tirosina-fosfatasi. Le basi moledoth tale evento implicano
modificazioni dipendenti dallo stress ossidativalduni residui di cisteine che
fanno parte del sito catalitico di tali enzimi (112). | ROS possono anche
regolare I'attivita dei fattori di trascrizione, €llipende, almeno in parte, dallo
stato redox di alcune cisteine conservate (13).|&®ratorio dove ho svolto
la tesi di dottorato e stato dimostrato che mod#ioni dell’ambiente redox
cellulare riducono l'efficienza di legame al DNA @rcuni fattori trascrizionali
qguali Sp1, il recettore per i glucocorticoidi dattore Erg (13).

Un altro fattore trascrizionale controllato da nfmdizioni redox-dipendenti e
Nrf2 (NF-E2 related factor) (14). Esso non possiada cisteina sensibile a
variazioni redox nel dominio di legame al DNA, nra dondizioni basali e
sequestrato nel citoplasma da Keapl, una protehaischeletro (15) che
possiede alcuni residui di cisteina con funzioné'séinsori” (16). Lo stress
ossidativo, modificando tali cisteine, induce istdicco di Nrf2 che puo cosi

migrare nel nucleo. Anche il fattore trascrizionpE3 possiede alcuni residui



di cisteina ridotti che sono cruciali per il sugdene al DNA (27): mutazioni di
questi residui di cisteina sono stati trovati inltm@ancri umani (17).

I ROS sono dei regolatori dell’apoptosi, un progm@ndi morte cellulare che
svolge un ruolo fisiologico durante lo sviluppo ldebanismo e provoca
I'eliminazione di cellule danneggiate, prevenendsidinsorgenza del cancro.
L’apoptosi comporta rilascio nel citosol di proteimmitocondriali come
citocromo c, aif, (apoptosis-inducing factor), SARHABLO e l'attivazione di
una serie di proteine effettrici denominate caspasipaci di attivare
meccanismi di condensazione della cromatina, fram@zéone del DNA e
distruzione delle membrane cellulari (18). | RO§alano I'apoptosi in quanto
inducono l'apertura dei pori sulla membrana mitabtale con rilascio di
fattori pro-apoptotici (19) e inoltre inducono fiaazione di varie cascate di
segnali tra cui attivazione di p53 (20, 21), il ecublo in tale processo sara
meglio discusso piu avanti.

Sin dalla pubblicazione della teoria di Harman (22he sostiene che
I'invecchiamento dei mammiferi & associato all'aoelo di danni ossidativi
indotti dai ROS nel DNA, nelle proteine e nei lipi(R3, 24), numerose
evidenze sperimentali hanno confermato che esisi@ correlazione tra
aumentata resistenza allo stress ossidativo eVaage5s).

Molti dati sperimentali provenienti da vari labarat incluso il nostro (26),
hanno dimostrato che I'esposizione di cellule priman coltura a stress di
varia natura tra cui uno stress ossidativo modepatbungato, induce un
arresto irreversibile della crescita, definito smemza cellulare (27). Questa
risposta, che contribuisce all'invecchiamento tiskue che viene interpretata

come meccanismo di proteziomevivo contro I'insorgenza del cancro nonché



un’alternativa all'apoptosi stessa, richiede, almén alcune cellule, I'attivita
di p53, “il guardiano” del genoma (28). E’ interasge notare che alcuni
oncogeni attivati, tra cui iK-rasvl2, capaci di stimolare proliferazione
cellulare non regolata, inducomo vivo la senescenza cellulare (29) e che tale
processo € mediato da un aumento di ROS intraagl({30).

Una spiegazione di come i ROS partecipano a prbcessdiversi e che il loro
effetto dipende dalla quantita e dalla durata dafst" ossidativo, anche se non
e noto come la cellula opera un controllo sullalitaua sulla quantita dei ROS.
Certamente il livello dei ROS nella cellula & sadteetto controllo in quanto,
come gia detto, una loro eccessiva produzione cdmpeffetti citotossici,
mentre a basse concentrazioni ROS specifici agisdarsecondi messaggeri.
Come gia discusso, un’esposizione della cellulR@5 puo indirizzare verso
I'apoptosi o la senescenza cellulare. Tuttaviadatioua esposizione ai ROS
puo indurre mutazioni a carico del DNA con instédigenomica che risulta
essere alla base della trasformazione neoplaftica Figura 1B).

E’ di interesse notare che le cellule trasformatdpcono elevati livelli di
ROS, in particolare di ¥, (32). Tale esposizione ai ROS nelle cellule
maligne puo indurre proliferazione cellulare, analo di danni al DNA con
mutazioni e aumento dell’espressione di geni asiil@nti. Cid comporta

anche alterazioni nella resistenza di tali celadeagenti antitumorali (33).

1.2 Resistenza allo stress ossidativo
| fenotipi molecolari che caratterizzano la resigee cellulare allo stress
ossidativo sono associati ad espressione elevagamziimi antiossidanti e di

sistemi di riparo del DNA, cosi come ad attivaziatiegeni che inducono



arresto del ciclo cellulare e resistenza all’apsptdCio si realizza con
modificazione del profilo di espressione genica wnarosi studi hanno
indicato un ruolo importante di alcune proteine X&) p66shc, SIRT, Nrf2,
p53) nella comparsa di un fenotipo cellulare resita allo stress ossidativo.
Studi genetici sulla regolazione della durata della negli organismi inferiori
(34) dimostrano una forte correlazione tra residecellulare allo stress
ossidativo ed allungamento della durata della (4ta35 ). In particolare, nel
verme C. elegans, FOXO/DAF-16 € coinvolto nell’allungamento della vita
attraverso la regolazione coordinata di numerosi gee provocano arresto del
ciclo cellulare (p2'7*%), nel riparo del DNA (GADD45) e nella
detossificazione dei ROS (MnSOD e Catalasi) (36)I'iBvecchiamento nei
mammiferi si sa molto meno, ma tra i vari paradieli che sono emersi, alcuni
risultati sono di particolare rilievo e sono indancon lipotesi che 'aumentata
resistenza allo stress ossidativo e alla base teilgevita (37). Primo, i topi
p66shc -/- che hanno una durata di vita 30% pigdudella loro controparte
normale, sono piu resistenti allo stress ossidg®8). Secondo, topi knockout
per sirtuina (SIRT6), una istone deacetilasi NAPetidente di mammifero
(39), mostrano un fenotipo simile all'invecchiamemtrecoce (40). Un altro
membro della famiglia delle sirtuine, SIRT1, regatamerosi fattori di
trascrizione tra cui FOXO e p53. Terzo, € statortgto che topi modificati
geneticamente, in cui sono stati aumentati i ivaillp53 e del suo regolatore
positivo ARF, hanno una vita piu lunga e una ridnei dei danni ossidativi
(27).

Anche il fattore trascrizionale Nrf2 e implicatollaeresistenza cellulare allo

stress ossidativo e verra descritto nel prossimagpafo (41).



Di interesse piu recente, € stata riportata unaelaaione tra resistenza allo
stress ossidativo e resistenza alla chemioterapifatti, molti agenti

chemioterapici inducono apoptosvia stress ossidativo (42). Poiché
I'esposizione ad agenti che inducono i ROS puo antape la selezione di
cloni resistenti allo stress, questo evento pogetdntribuire alla resistenza

delle cellule neoplastiche alla chemioterapia.

1.3 Nrf2 e larisposta allo stress ossidativo

La risposta cellulare allo stress ossidativo pusers suddivisa in tre fasi.
Durante la prima fase un fattore cellulare agistésgnsore” del cambiamento
dello stato redox della cellula, nella seconda fasegnale viene trasdotto al
macchinario della trascrizione e, nella terza fagene attivata la trascrizione
di un gruppo di geni coinvolti nella protezione Idastress cellulare. Questo
processo € altamente controllato attraverso laidmez coordinata di molti
fattori di regolazione tra cui Nrf2. (14, 15, 4Blxf2 appartiene ad una famiglia
di proteine che comprende p45 NF-E2, Nrfl, Nrf2ré8N che possiedono un
motivo di legame al DNA del tipo cerniera di lewecioon un dominio basico
adiacente (bZIP) (44). Nrf2 e un potente attivataascrizionale e riconosce un
elemento di sequenza chiamatmtiaxidant/electrophile esponsive lement”
(ARE/EpERE) presente, talvolta anche in copie mldfi sul promotore dei
geni da esso regolati (14, 43, 91). Nrf2 funzionane eterodimero con una
delle proteine della famiglia Maf., richieste vivo per lattivita transattivante
di Nrf2 (44).

L’attivita di Nrf2 & regolata a vari livelli e cadiversi meccanismi (14), tra cui

il piu studiato € il sistema Nrf2/Keapl basato audisponibilita nucleare di



Nrf2 stesso. Infatti, Nrf2 normalmente & sequestral citoplasma da Keapl,
una proteina del citoscheletro, a sua volta comnsplasa Cul3 che fa parte del
sistema di ubiquitinazione. In tal modo Nrf2 viesentinuamente ubiquitinato
e degradato da parte del proteasoma 26S (45).

Da studiin vivo, condotti su topi in cui e stato inattivato il geti Nrf2, e stato
visto che il numero di geni regolati da Nrf2 & ety maggiore di 200. Questi
geni possono essere indotti da stress ed agewéiridi natura. In tabella sono

schematizzati gli induttori e i geni bersaglio distema Nrf2/Keap1.

Idroperossidi Isotiocianati P '
it rostaglandine
Carotenoidi Metalli pesanti Fattori di crescita
g_r}mur;! Derivati del'arsenico Lipoproteine a bassa densitd
fmenali Ditinli " o
Accettari della reazione di Michael Eme Strgrs]sezre?trr;?:mn:
Ossida nitrico
Sisterna
Mif2-Keapt
Genitarget
Enzimmi di detossificazione difase 2 Recettori "scavenger”
Prateine antiossidanti Fattori di regolazione trascriziohal
_Enzimi generanti il GSH Proteing del proteasoma
Proteine di detossificazione difaze 3 Proteine chaperone

Tabella 1 Induttori e geni bersaglio del sistema di regolazione Nrf2/Keapl

Nrf2 svolge un ruolo critico nella regolazione tdpressione dei geni che
codificano per la famiglia delle GST (enzimi di ¢éag), per I'NAD(P)H

chinone ossidoreduttasi (14). per altri enzimi aldédise 2 (T'UDP glucoronil-



trasferasi 1A6 e l'aldeide reduttasi) e per praeamtiossidanti quali I'eme-
ossigenasi 1, la superossido dismutasi, la catdéagiutatione perossidasi, la
tioredossina (14). Inoltre Nrf2 controlla sia I'mzione che il livello basale
dell’espressione di geni che codificano enzimi golti nella biosintesi del
glutatione (GSH), in particolare del gene defiglutamil cisterna sintasiy{
GCS) e del gene x-CT che codifica per una subulgtdrasportatore proteico
dimerico cistina/glutammato (46). Il GSH e un tppde derivato da glicina,
glutammato e cisteina e contiene un gruppo tiolaroito dalla cisteina, che
serve come centro reattivo antiossidante. Nrf2rotlatanche enzimi coinvolti
nella detossificazione degli xenobiotici coniugatbSH (enzimi di fase 3) (14)
e la proteina associata alla multi-resistenza endar (47). Esistono inoltre
evidenze che la maggior parte delle subunita delepsoma 26S e la classe
delle proteine “Heat-shock” sono indotte da NrfZB)(4L attivazione non
regolata della trascrizione dei geni antiossidandii quelli di fase 2 o la loro
espressione costitutiva elevata puo rendere laulaelpiu resistente a un
successivo stress anche di maggiore entita. Siqoiradi ipotizzare che una
deregolazione del sistema Nrf2/Keapl puo essaxebablie della resistenza allo

stress ossidativo e probabilmente alla chemiotarapi

1.4  p53 nelle funzioni cellulari

La proteina p53, in quanto soppressore di tumorelge un ruolo centrale
nella risposta cellulare ad una varieta di stresbientali e intracellulari,
incluso agenti che causano danni al DNA, stressdai®so, ipossia e
alterazioni della proliferazione cellulare (49). tellule con p53 funzionante

rispondono a tali stress attivando un programmaadesto del ciclo



cellulare/senescenza oppure di apoptosi se il danmwmtevole. In caso di
mancata funzione di p53, questa coordinazione viearo con conseguente
crescita cellulare non controllata. E’ noto infattie il 50% dei tumori presenta
mutazioni a carico di p53 (17). | diversi segndlistress vengono trasdotti
principalmente attraverso la capacita di p53 dieagpme fattore trascrizionale
e di regolare I'espressione di numerosi geni chrgrobano la progressione del
ciclo cellulare, I'apoptosi, il riparo del DNA eriaioni coinvolte nella risposta
agli stress (50). Normalmente, la proteina p53enedllilule di mammifero, in
assenza di stress sia genotossici che non, € peeaebassi livelli ed ha
un’emivita molto breve (6-20 minuti) (51, 52). Ireqito a stress, si ha
accumulo marcato e attivazione della proteina fi5@rocesso di regolazione
puo essere diviso in tre fasi: attivazione, fadeteice e fase finale. Per poter
attivare una risposta biologica efficiente, i liveli p53 devono raggiungere
una certa quota e la sua attivita specifica dewdharessere incrementata. |
bassi livelli di p53 sono dovuti alla sua contind@gradazione da parte del
proteasoma 26S, guidata dalla ubiquitinazionewerde lisine della regione C-
terminale di p53, ad opera del complesso Mdm2-E3uihdi possibile che i
bersagli principali delle vie di trasduzione di salj piu frequenti siano quelli
che contrastano l'attivita di Mdm2. Nella regiondgé¥minale, la fosforilazione
della Serl5, Ser20 e Ser37, indotta sia dalle zamhalR che da radiazioni
UV, stabilizza p53 (53,54). Inoltre la fosforilam® di altri residui di serine
nella regione N-terminale pu0 aumentare [linteragiodi p53 con i
transattivatori p300/CBP e PCAF (55, 56). Tra leahi attivate in seguito a
stress genotossici a valle delle quali si ha Vattione di p53, c’é ATM che

risponde ai danni dovuti ad esposizioni a radiazmmzzanti (IR) (57) e ATR
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(A-T and Rad3-related) per le radiazioni UV-C (58pno state documentate
anche numerose e varie modificazioni dei residui @eerminale, che
comprendono acetilazione, ubiquitinazione, summlzz e neddilazione. Nella
regione C-terminale, la fosforilazione della Ser&l8ella Ser392 regolano lo
stato di oligomerizzazione di p53 (59) e la suaacép di legarsi al DNA in
maniera sequenza specifica (60). Antheetilazione di residui di lisine C-
terminali attiva il legame al DNA sequenza speoifidi p53 e impedisce
I'ubiquitinazione (61) ad esempio la Lys373 e |&s882 vengono rapidamente
acetilate da CBP/p300 in seguito al danno al DN®.(&na volta attivata, p53
puo “decidere” (fase effettrice) quali geni vanritivati (0 repressi) perche
individua il suo sito di legame ed interagisce dbfcore” della macchina
trascrizionale per attivare o reprimere la tragone. Tuttavia non sono noti i
meccanismi con cui p53 puod scegliere promotoreddiiti in situazioni diverse
e come p53 decide per la via apoptotica o di ardst ciclo cellulare(62).
Oltre alle modifiche post-traduzionali, un ruolo partante e svolto dalle
interazioni di p53 con altre proteine cellulari, iedue meccanismi non
sembrano mutuamente esclusivi. Alcune interaziooigiche disattivano p53,
mentre altre si comportano come cofattori (20, 62).

Nella fase finalep53 e capace di indurre un “blocco di emergenzd’ciado
cellulare per impedire alle cellule il cui DNA ea&i danneggiato di propagare
potenziali alterazioni geniche (52), talvolta lesto del ciclo diventa
permanente (senescenza cellulare) (27). Evidemzévo dimostrano che la
funzione principale di p58 quella di indurre un programma di apoptosi (63).
L’arresto del ciclo cellulare da parte di p53 awdesoprattutto in seguito

T/AFl/CIPl
)

all'attivazione trascrizionale del gene che codifper p2 un inibitore
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delle chinasi ciclino-dipendenti (CDK) (64), necass per la progressione del
ciclo cellulare, con arresto del ciclo in G1. Blocdel ciclo cellulare puo
avvenire anche in G2/M mediante attivazione dei gADD45 (65) e 14-3-
30 (66). Come p53 favorisce il processo dell’apoptésimeno chiaro
dell'arresto del ciclo cellulare. Esistono evidemar cui, nel contesto di tale
processo, p53 svolge sia funzione di attivatorgehi pro-apoptotici (BAX,
NOXA, CD95, APAF-1) (67) che interazione direttancalcune proteine anti-
apoptotiche con dominio BH3 (ad esempio Bcl2) o-g@poptotiche per
regolare a livello della membrana mitocondrialeldscio del citocromo c (21).
In questo contesto l'apoptosi indotta da p53 digeralmeno in parte
dallaccumulo di ROS. E’ stato dimostrato che pasgede sia effetti pro-
ossidanti (68) che anti-ossidanti (69). Questi dtfetti opposti sono dovuti
all'induzione dell’espressione da parte di p53 dnigpro- ed anti-ossidanti,
rispettivamente. Le funzioni antiossidanti di p®B@ associate ad induzione di
geni bersaglio tra cui la glutatione perossida8) @ la sestrina Hi95 (71) che
abbassano i livelli dei ROS durante uno stresoléigico, non letale. Al
contrario, gli effetti pro-ossidanti sono la consegza dell'induzione di geni
pro-apoptotici definiti PIG_(B3 induced gnes) che codificano per proteine la
cui attivita provoca un aumento dei ROS intracaliu{72). Entrambi gli effetti

sono componenti importanti dell’attivita di sopwee di tumori di p53.

1.5 p53 come repressore trascrizionale
L’elemento di riconoscimentoonsensus di p53 (RE) contiene due coppie di
cinque basi posizionate testa-testa (5-PuPuPuQ(A/T)GPyPyPy-3’' (Pu e

una purina, Py e una pirimidina) separate tra tad-13 nucleotidi (73). Le
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sequenze all'interno dei pentameri e gli orientaimi@fiuenzano sia il legame
che lattivita di p53. Comunque p53 puo riconoscarehe sequenze che
differiscono dalla consensus (28). La proteina p&8jva come fattore
trascrizionale, consiste di un tetramero formatajdattro subunita identiche.
Ogni monomero € un polipeptide di 393 aminoacidi cui Si possono
individuare: un dominio N-terminale di transattii@ze (TAD) (a.a. 1-101), un
dominio centrale di legame al DNA (DBD) (a.a. 12 e un dominio C-
terminale (CTD) (a.a 293-393) (74). Il dominio TA® caratterizzato da un
dominio di transattivazione “acidico” con residuiglutammico e aspartico e
da un dominio ricco di residui di prolina (74).DBD possiede delle regioni
cruciali per I'interazioni tra p53 e il DNA e siganizza in una conformazione
a fogliettof3 con catene antiparallele, elemento portante delimio di legame
al DNA formato da due anse tenute insieme da um@itti zinco coordinato a
tre cisteine e ad una istidina (74). Il dominiogtatinale possiede una regione
basica di legame al DNA. Studi recenti suggeriscche CTD serve alla
specificita di legame di DBD sul genoma svolgendssicuna funzione
regolatoria.. Per attivare la trascrizione, p53 usedliversi meccanismi
molecolari. Il primo assume che la regione del ptore del gene attivato da
p53 non e accessibile ai fattori generali delladrizione e al’lRNA polimerasi.
In tal modo, il legame di p53 sul promotore faeil@ébbe I'apertura reclutando
sia fattori di rimodellamento della cromatina (CREJ5) che istone
transacetilasi (HAT) (76) come CBP/p300 e/o metdferasi. Un altro
meccanismo prevede che p53 faciliti la formazioekadmplesso di preinizio
attraverso interazione diretta con i componentirdetiatore (76). Infine p53

puo stimolare la trascrizione reclutando i fattmasali della trascrizione (28).
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E’ stato anche dimostrato che p53 puo sopprimetasarizione di alcuni geni
(77).1 meccanismo molecolare della regolazione negatala trascrizione da
parte di p53 sembra essere diverso dall’attivazign@ 79 e referenze
contenute in esse). Innanzitutto, p53 puo inibiaetdascrizione dei geni
trascritti dalla RNA Polimerasi I, 1l e Ill. Rigudo all'inibizione della RNA
Polimerasi Il, sono stati proposti sinora cinquecca@ismi di repressione, che
talvolta si combinano, mostrati nella Figura 2 (9%l primo meccanismo la
repressione avviene senza legame di p53 ad eledieggguenza del DNA. In
tale contesto, gli attivatori della macchina basdddla trascrizione vengono
inibiti via interazione diretta con p53, (Figuraa280). Il secondo meccanismo
prevede che p53 reprime mediante “spiazzamento” li dedtivatori
trascrizionali dei geni dai rispettivi siti di lege o dai siti di legame al DNA
che contengono una sequenza che si sovrapponeuetia di p53 (Figura 2-b
81, 82). Il terzo meccanismo prevede che p53 repringeni bersaglio
mediante interferenza diretta con I'assemblagglt@a aeacchina trascrizionale.
(Figura 2-c, 81, 82, 83). Il quarto meccanismo io®lche p53 reprime il
promotore reclutando le istone deacetilasi (HDAQ)e cprovocano una
chiusura della cromatina (Figura 2-d, 84). Taleotagione € forse la piu
complessa e puo essere mediata da altre protemne rsin2a (84, 85) e SnoN
(86). Infine, il quinto meccanismo prevede cheiliinione del gene avviene
attraverso il legame di p53 a nuovi elementi diusega che comporta una
architettura particolare con funzione repressdrigura 2-e 87). Qualunque sia
la natura della repressione p53-dipendente, esdsiede p53 attivo e
funzionante. Infatti mutazioni in quasi tutti i domdi p53 possono abrogare

I'effetto inibitorio di p53. E’ interessante cherpa repressione venga richiesto
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Figura 2 Meccanismi di repressione trascrizionale di p53

(@) p53 reprime la trascrizione attraverso modfficae conformazionale di
uno specifico attivator@ia interazione proteina-proteina. In questo contesto
p53 non lega direttamente il DNA.

(b) p53 blocca la trascrizione in seguito a legameil DNA che determina un
distacco della macchina trascrizionale.

(c) la repressione p53-dipendente € determinataini@razione della proteina
p53 con fattori basali della macchina trascrizienal

(d)) p53 reprime la trascrizione attraverso il we&inento di fattori che
modificano la cromatina con conseguente modifiagazidel “core” istonico e
chiusura del promotore.

(e) linibizione trascrizionale avviene in seguiab legame di p53 a nuovi
elementi di sequenza (mostrati con un colore dojehe comporta una
architettura della macchina trascrizionale con imme repressoria.
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un DBD funzionalmente attivo anche quando il legainp53 al DNA non e
necessario. In questo contesto va notato che iqiairdi alcuni geni che sono
repressi posseggono uno o piu elementi responsipb® che perd non
partecipano alla regolazione mediata da p53 (8B,IB8romotore del gene del
piccolo RNA nucleare Ul contiene un p53-RE ad alfimita che tuttavia non
e indispensabile per la repressione di Ul mediatp58 (89). Recentemente é
stata descritta la repressione trascrizionale deakgiDR1 con un legame di
p53 ad un sito “RE di repressione” (87) dove I'ateamento dei pentameri €
del tipo “testa-coda” invece di “testa-testa”. #intbiamento dell’orientamento
verso la condizione testa-testa “normale” compaortattivazione significativa
del gene di MDRL1. Gli stessi autori propongono kihéizione di diversi altri
geni (ciclina A, ciclina B1, e ARF) sia regolatancquesto meccanismo, in
guanto nell'ambito del loro promotore sono staentificati RE testa-coda
identici (90). p53 inibisce anche I'espressionegimi trascritti da Polimerasi |
e lll (91, 92). La trascrizione diretta da Polim@rhé repressa in quanto p53
interferisce con l'assemblaggio di un complessoinizio produttivo sul
promotore degli RNA ribosomali, mentre la trasam® dei tRNA sembra
essere repressa direttamente attraverso interazionei componenti della
macchina trascrizionale di Polimerasi Il e india@tente attraverso un
meccanismo di degradazione p53-dipendente di THBE. A dimostrazione
di cio, la sintesi degli RNA ribosomali e dei tRNAaumentata in fibroblasti di

topo knockout per p53 (94).
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1.6 Scopo della ricerca
Nonostante i notevoli progressi fatti negli ultiemni nella comprensione degli

effetti delle specie reattive dell’ossigeno (ROS8lescellule e sulla fisiologia

animale, numerosi punti restano ancora oscuri. dnajuesti riguarda i

meccanismi molecolari che sono alla base dellasteasia allo stress
ossidativo.

L’interesse sviluppato in questo campo negli ultemini & stato notevole in
guanto la resistenza allo stress ossidativo e latare
all'invecchiamento/senescenza, al cancro e allsterza alla chemioterapia.
Numerosi studi indicano che cellule resistenti ali@ss ossidativo attivano un
programma specifico e complesso di espressione@enrisultati provenienti

da vari laboratori indicano un ruolo di alcune pioé cardine tra cui p53 ed
Nrf2. Tuttavia i meccanismi molecolari con cui tphoteine possono mediare
questo programma genico non € stato ancora compreso

Scopo della presente tesi e stato quello carateeezil ruolo di Nrf2 e p53

nella regolazione di alcuni geni antiossidanti sbao risultati iperespressi in
cloni cellulari resistenti allo stress ossidativedotto dal DEM, da noi

precedentemente isolati. In particolare abbiamoutatd una possibile
“comunicazione” tra le “cascate” di segnale conatel da questi due fattori
trascrizionali. A tale scopo € stato condotto unali® rivolto ad esplorare: i) i

meccanismi di regolazione trascrizionale di gernfi2Mlipendenti responsabili
della resistenza allo stress ossidativo; ii) il louadella proteina p53

sull’espressione di questi geni antiossidanti; iiilheccanismi molecolari con

cui p53 esplica i suoi effetti inibitori sui pronoot dei geni Nrf2- dipendenti.
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2. MATERIALI E METODI

2.1  Colture cellulari

Le colture cellulari utilizzate in questo lavoronsostate: NIH3T3 (fibroblasti
embrionali di topo); cloni da esse derivate (NIHNDEB, NIH-DEM-5, NIH-
DEM-12, NIH-DEM-21); Hepa 1-6 (epoatocarcinoma dipa); Calu-6
(carcinoma polmonare umano); HEK293 (carcinoma leenambrionale
umano) e due linee cellulari (carcinoma di colorann): le HCT 116 +/+ con
p53 funzionante e normale e le HCT 116 -/- con pBa&ttivato per
ricombinazione somatica (28). Le cellule NIH3T3&ani sono state cresciute
in mezzo Eagle modificato secondo Dulbecco (DMEMpm@ementato con
10% di Calf Serum e con 100 Unitd/ml di penicillia 100mg/ml di
streptomicina. Le cellule Hepa 1-6, Saos-2 e HG®GTLDMEM al 10% di
FBS e 100 Unita/ml di penicillina e 100 mg/ml diregtomicina
(Biownhittaker), per le cellule Calu-6 si aggiungegaanche 2 mM di L-
glutammina e 0,1 mM di aminoacidi non essenziad. dellule sono state
cresciute a 37C in un’atmosfera di C&al 5%.

2.2  Estrazione del’RNA e reazione della trascrittasversa

L’RNA totale é stato isolato usando I'Rneasy Minit KQiagen). In breve, le
cellule venivano lisate nel tampone della casalesato veniva passato sulle
colonne di estrazione. L'RNA veniva eluito dallssirea con HO a 65C e
quantizzato mediante misura delle OD allo spettof®tro. Per un’analisi
gualitativa veniva effettuava un gel di agarosiccandizioni denaturanti con
formaldeide. La reazione della trascrittasi invéR®) veniva effettuata suudy
di RNA totale per campione, nell’'apparecchio GeMdPAPCR sistem 9700,

nel tampone Il di PCR (Perkinelmer) diluito a 1ontenente MgGI5 mM,
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DTT 10 mM, esameri random (pdN6s1, dNTP 1 mM, inibitore del’RNasi
(2 Uu) e RT (10 Upl). Dopo denaturazione dei campioni a°€0per 10

minuti, si procedeva alla seguente reazionéC2per 10 minuti, 42C per 45

minuti, 99C per 3 minuti. Un’aliquota del cDNA a doppio filamto, veniva

utilizzato come tale negli esperimenti PCR realktiguantitativa.

2.3 PCR real-time quantitativa

La reazione di PCR real-time quantitativa avvenivall'apparecchiatura
ICYCLER SYSTEM (Biorad), su un’aliquota, pari adL@/ del prodotto della
reazione della RT. Le condizioni di PCR prevedev&%5C per 5’ e 40 cicli

con 15" a 95°C e 1’ a 60°C. Per la quantizzazioglepdodotto di PCR veniva
usato il Sybr Green ed il metodo dell'analisi conapiga (95) con il gene di
riferimento c-ABL, il cui trascritto non varia nelhostre condizioni. || numero

di volte di variazioni per un dato gene deriva '@glliazione n = 2°“". dove il

AACt= ACtyene campioneACteontralio- Il ACt controllo si ricava per differenza tra il

Ct del gene in esame e quello di c-ABL nel campioagtrollo. Il ACt del
campione in esame ¢ la differenza tra il Ct delkegeresame e quello del gene
di riferimento c-ABL. La reazione di PCR avveniva25pl finali di cui 12,5

ul di “Sybr Green PCR Master Mix 2x” (Biorad), oligocleotidi senso (F) e
antisenso (R) 0,3tM e 5 ul di cDNA. Gli oligonucleotidi usati c-ABL,
F:GGTATGAAGGGAGGGTGTACCA; R:GTGAACTAACTCAGCCAGAG
TGTTGA,; Gcl F: TGCGAAAAGTGCCCGT; R: TGCATTCCAAAACATT
GGAAA; Glutatione perossidasi4, F: TTACTTAAGCCAGCAGCTGTG;
R: CCATGTGCCCGTCGATGT, Manganese superossidodissn(&nSOD),

F:GTCGCTTACAGATTGCTGCCT; R:AGGTAGTAAGCGTGCTCCCACA,
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Perossiredossina 5, F: CAGAGTTTGCCAAGAGGAATGTTAA; : R
GTTTCACCATTGTAAGCATTGATGT,; Glutatione S-transferaalfa-1 (Gst
al), F: CAGGTGGCTCCTAGCTGCA; R: GGTCTGCGCCAGCTTCAIfR,
F: GGCCCAGCATATCCAGACA; R: CCAGGGCAAGCGACTCAT,; Keap
F: CCACATCTACGCAGTCGGG; R: ACAGTTGTAACCGCGCTGAT,; x-
CT (Trasportatore cistina/glutamato), F: TACCTCAACTATTACTGAAGA
AGTAGACAA; R: TGTCAGTACGTAGCCCACTGTGA,; HO-1,
(Emeossigenasi-1)F: GTGATGGAGCGTCCACAGC;R:TGGTGG@TNMT
CAAGG; Catalasi, F: CGTCCCTGCTGTCTCACGTT; R:
ATCTCCTATTGGGTTCCCGC; NQO1, F: CCCTCAACATCTGGAGCCA
T, R: GCGTAGTTGAATGATGTCTTCTCTGA, GADDA45, F:
AGACCCCGGACCTGCACT; R: CCGGCAAAAACAAATAAGTTGACT

2.4  Plasmidi e trasfezioni

Per il clonaggio del costrutto di espressione FLWN@2, il cDNA della
sequenza codificante di Nrf2 (.M.A.G.E. 4548874&niwa digerito,insieme al
vettore p3x FLAG-CMV 1-1 (Sigma), con gli enzimirgstrizione EcCoRV e
BamHI e clonato in frame con l'epitopo FLAG (Asp+Tlyys-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys) all’estremita N-terminale. Il vettore dsmessione pCMV-p53 e
descritto in referenza 156. La regione del pronethrx-CT (-235 +15) é stata
isolata per PCR usando come stampo DNA genomicNIB3T3 e gli
oligonucleotidi: CATGCAATAATAAGTATGGCCTAAGATT (F) ;CATTA
CACACCAGCTCAGC (R). Il promotore di NQO1 umano -9231 e stato
ottenuto per PCR da DNA genomico delle cellule HE&2con gli
oligonucleotidi: ~TCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAG (F) e

GGCTCTGGTGCAGTCCGGGGCGCTGATTG (R). Le bande di P&Bno
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digerite e clonate nel vettore pGL3 Basic (Promawga)siti Sacl/Hindlll, a
monte del gene della luciferasi. Per il clonaggsp whutanti di delezione del
promotore NQO1 delle regioni -754+111, -600+111480+111 e stato
utilizzato come stampo il costrutto NQOZL/Luc coni gligonucleotidi:
ATGCAGGATCCGCTGGGATTACAGGCGTGA (F); ATGCAGGATCCA
GTGGCATGCACCCAGG (F); ATGCAGGATCCAAATCCGCAGTCACA
GT (F), rispettivamente e CCATCTTCCAGCGGATAGAA (R} trasfezioni
t transienti venivano effettuate in triplicato cbhrmetodo del precipitato con
fosfato di calcio utilizzando 2 pg di DNA plasmiditreporter” ed i vettori di
espressione di p53 e/o Nrf2 (0,15 pg ciascuno) rnesgnza del vettore
pRLSV40 (0,15 pg) che codifica per la luciferasnia (Promega) utilizzata
per normalizzare. Il giorno dopo il mezzo di cadtiwreniva cambiato e, dove
indicato, dopo un’ora veniva aggiunta etoposidevopdEM. Dopo 36 ore
dalla trasfezione, si effettuava il saggio lucigreon il protocollo descritto dal
Dual Luciferase Reporter assay System (Promega).trasfezione delle
HEK293 veniva effettuata con lipofectamina 2000vithogen) seguendo le
istruzioni fornite dalla casa produttrice.

2.5 Preparazione di estratti proteici nucleari e toi@er Western blot

Per la preparazione di estratti nucleari le cellidate nel tampone di lisi 1x
contenente 10 mM Hepes pH 7,8, 60 mM KCI, 1 mM EDTANM DTT, 1
mM PMSF, 1 mM NgvO,, 0,2% NP40 e 10 pg/ml degli inibitori di proteasi.
Il lisato veniva centrifugato a 4°C ( 5’ a 2500 rpra il precipitato nucleare
veniva lavato con il tampone di lisi senza NP4Qsespeso in 30Qul dello
stesso tampone. Successivamente i nuclei venivarficpti su un cuscinetto

di saccarosio al 30% per centrifugazione a 6000 (fBha 4°C). | precipitati
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nucleari erano poi risospesi in 0 di un tampone contenente 250 mM Tris-
HCIl pH 8, 60 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM N®O4, 1 mM PMSF e 1qug/ml

di inibitori di proteasi e i nuclei venivano lisaton 3 cicli di congelo e
scongelo (-80 °C e 37 °C). Le proteine nucleariivemo recuperate per
centrifugazione (10’ a 9500 rpm) a 4 °C e 15 ugiwaro separate su gel
denaturante di poliacrilammide al 10% contenenteS Slla concentrazione
finale dell'l% e trasferite elettroforeticamente reembrana di nitrocellulosa
(Immobilon-P, Millipore). | filtri venivano dapprim incubati per 1 ora a
temperatura ambiente con una soluzione al 5% @i IatPBS 1x contenente
0,1% Tween e poi trattati con la soluzione contémetiopportuna
concentrazione di anticorpo primario (1 pg/ml peti-&lrfl e anti-Nrf2, 0,1
pug/ml per anti-p53, 0,ag/ml per anti-tubulina, 0,ag/ml per anti-FLAG e 0,5
ug/ml anti-pATM) a temperatura ambiente per 3 orep®l'incubazione con
I'anticorpo primario e tre lavaggi con una solugodi PBS-Tween 0.1%, si
procedeva con l'anticorpo secondario (Proteina AskEiadish Peroxidase o
anticorpo secondario anti-mouse IgG Horseradist@vvenuta interazione
veniva visualizzata utilizzando il sistema di chleminescenza ECL
(Amersham Pharmacia Biotech).

Gli estratti totali cellulari venivano effettuatu <ellule lavate due volte con
PBS 1x freddo e lisate a 4 °C per 30 minuti cotaimpone fosfato contenente
0,1 mM EDTA, 1mM NgVv0O, 50 mM NaF, 0,5 % NP40, 1 mM PMSF e 10
png/ml di inibitori delle proteasi. Il lisato celmde veniva centrifugato a 4 °C
(10° a 4000 rpm). 30 pg delle proteine totali delpernatante venivano

utilizzati per I'esperimento di western blot secora procedura gia descritta.
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2.6 Saggi di Immunoprecipitazione della Cromati@hlP)

Le cellule Hepa 1-6 trattate come indicato e léutelCalu-6 trasfettate 48 ore
prima con il costrutto CMV-p53, Nrf2-FLAG o con esminbi, venivano
incubate per 10’ in presenza di 1% Formaldeidecpesentire la formazione
di legami crociati tra proteine e DNA (“cross-linky’). La reazione veniva
fermata aggiungendo glicina 125 mM finale per 5leecellule, dopo un
lavaggio con PBS, venivano raccolte e centrifugat¢°C (5 a 1200 rpm).
Successivamente esse venivano risospese in 24@ketiLysis Buffer” (5mM
PIPES pH 8.0, 85mM KCI, 0,5% NP-40, 1mM PMSF e toifd delle proteasi
10pg/ml), lasciate in ghiaccio per 10’ e poi cdogate a 4°C ( 5’ 5000 rpm).
Il precipitato contenente i nuclei veniva risosp@s@® ml di “Nuclear Lysis
Buffer” (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 8% SDS3, mM PMSF e
inibitori delle proteasi 10pug/ml), e sottopostoamisazione 5 volte per 30”
con intervalli di 30” in ghiaccio. L'avvenuta sarazione del DNA veniva
controllata su gel di agarosio 1% valutando la faziane di frammenti di circa
1000 bp. | campioni venivano poi centrifugati a 4CQ0’ 14000 rpm) e i
sovranatanti diluiti in un rapporto di 1:4 con “Dition Buffer” (10mM Tris-
HCI pH 8.0, 0,5mM EGTA, 1% TritonX-100, 140 mM NadlmM PMSF e
inibitori delle proteasi 10pug/ml). Un’ aliquota dehmpione (30Qul) veniva
diluito 1:2 con “Ripa Buffer” (10 mM Tris-HCI| pH & mM EDTA, 0,5 mM
EGTA, 1% Triton X-100, 0,1% Na-Deossicolato, 0,1®%S5 140 mM NaCl) e
sottoposto a “preclearing” con 30 pl di proteinagarosio (Amersham) per 1-
2 ore a 4°C. Dopo centrifugazione (10’ a 14000 rpindovranatante veniva

immunoprecipitato con l'anticorpo Anti-p53 (lg) o con l'anticorpo anti-
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FLAG (1 pg) o con immunoglobuline I1gG per tutta la notte &C4in
agitazione. Successivamente al campione venivaguiag 30 pl di Proteina
A agarosio per 4 ore a 4° C e centrifugato a 4°20°( a 14000 rpm). I

sovranatante del campione immunoprecipitato con rigpresenta I'“input”,
mentre la resina dello stesso campione rappreséntantrollo negativo
nell'analisi di PCR. Il precipitato della resinaniea lavato con: 1)‘RIPA
Buffer”, 2) “LiCl buffer” (0,25 mM LIiCl, 0,5% NP400,5% Na-Deossicolato,
1 mM Na-EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8) e 3) TE (10mM iHCI pH8.0,
1mM EDTA) e risospeso in 100 ul di TE e, insiemé &dgputs”, incubato a
65°C per tutta la notte per “decrosslinking”. Payno campione veniva
incubato con SDS 0,5% e 0.5 mg/ml Proteinasi K (fR@ca 50°C per 4 ore.
Dopo centrifugazione si  procedeva ad un’  estrazioneon
fenolo/cloroformio/isoamil alcool (25:24:1), ad urm@n cloroformio ed a
precipitazione con Na-Acetato/etanolo e glicogend.00( pg/ml).
Successivamente i precipitati di DNA venivano rses in 30 pul di TE e su 1
ul per gli “inputs” e 3-5 pl degli altri campionii ®ffettuava la PCR,
utilizzando oligonucleotidi specifici per la regmnn esame. Per valutare
I'associazione di p53 ed Nrf2 al promotore endogaelogene x-CT nelle Hepa
1-6 e nelle Calu-6 sono stati usati rispettivaraegli oligonucleotidi: F:
ATCCAGAGCAACCCACA; R: CATTACACACCAGCTCAGCT,; F: GCTT
AGGTCAGTTGAGCAA; R: CATTACACACCAGCTCAGCT. Per valate
la specificita dell'immunoprecipitato venivano usatgonucleotidi circa 2000
bp a monte delle sequenze ARE. Per il gene x-Gdph nelle posizioni -2157
e -1956 : TCAAAGCCTGGTGCCATG; GATTAATGAGCATGAGGGAE

per il gene x-CT umano nelle posizioni 2002 e -10BTTCTGAGTGGTG
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GCCTC; R: CTGAACTCATAAGTTGAGCC. Per I'associaziodep53 con i
mutanti di delezione di x-CT/Luc venivano usati gligonucleotidi nella
regione prossimale del gene della luciferasi F: CBCGGTACTGTTGGT
AA; R: TCGAAGTACTCAGCGTAAGT e per valutare la spécita di
legame gli oligonucleotidi: F: TTCGAGCAGACATGATAAGAR: TTTGTA
GAGGTTTACTTGCT, per la regione +1766+1986. Perd@sazione di p53
con il promotore umano endogeno di NQOL1 venivaradi ggi oligonucleotidi
nelle posizioni -450 -250: F: GAGCCTCTGTCACACACACECTTGTGAG
TCGCGT e per la specificita gli oligonucleotidi leeposizioni -2295-2015: F:
CCTATATAGTTCATGTTAACAA; R: GGATTACAGGCATGTGCCA. La
reazione di PCR prevedeva: denaturazione a 95°C 480cicli a 95°C 307,
56°C 307, 72°C 307; 72°C per 7. Dopo PCR i camopi venivano sottoposti
ad elettroforesi su gel d’agarosio e visualizzagdmante colorazione con etidio
bromuro.

2.7 Analisi dell’apoptosi al citofluorimetro (FACS)

Le cellule HCT116 venivano trattate con varie coni@zioni di DEM per 24
ore. Successivamente le cellule venivano raccolBS 1x e centrifugate per
10’ a 1100 rpm. Il pellet cellulare veniva risospes 400 ul di un tampone
contenente 100 immHepes, pH 7.4, 1.6 NaCl, 50 nm KCI, 10 nm MgCl,, 18
mwm CaCl, e 10 ul dioduro propidio. . L’analisi del DNA in citometreaflusso
veniva eseguita utilizzando lI'apparecchio FACSVgatéBeckton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) che monta un laser a ionhiadgon raffreddato ad
acqua (488 nm, 150 mw), software Cell Quest (Batkakinson). L'analisi
dei dati & stata effettuata utilizzando il prograanmi Mod-Fit (Verity,

Software House, Inc.).
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3. RISULTATI

3.1 Cellule resistenti allo stress ossidativo ittdodal DEM iperesprimono
geni delle difese antiossidanti correlati ad un déiNo elevato di Nrf2 nel
nucleo.

Nel laboratorio dove ho svolto il Corso di Dottaradi Ricerca erano state
precedentemente isolate da cellule murine immoni#h3T3 quattro linee
cellulari -CL3, CL5, CL12, CL21-, capaci di sopraxere all'apoptosi mediata
dallo stress ossidativo indotto dal dietiimaled& M) (96).

Per studiare il fenotipo molecolare responsabildadeesistenza, abbiamo
analizzato, attraverso la metodica della PCR @ juantitativa, il profilo di
espressione di alcuni geni (elencati in Figura ®yredati alle difese
antiossidanti cellulari ed in particolare geni calhi in: i) metabolismo del
GSH,; ii) “scavenging” dei ROS; iii) risposta agkmobiotici; e iv) meccanismo
di riparo del DNA. Per misurare i livelli basalild@RNA di ciascun gene nei
quattro cloni, abbiamo utilizzato cellule di clomsistenti cresciute per circa un
mese in assenza di DEM e le abbiamo confrontateleorellule parentali
NIH3T3. | risultati indicano che i quattro cloniapesprimono alcuni geni
antiossidanti con differenze significative nel piofli espressione genica tra i
vari cloni. Infatti, i livelli del’mRNA del gene ST al che risulta iperespresso
in tutti i cloni resistenti sono variabili, con @umento che va dalle 3,7 volte
nel clone NIH-DEM-21 alle 8,2 volte nelle NIH-DEM21In particolare, nel
clone NIH-DEM-21, dove c’@ un minore incremento@ST al si osserva
anche iperespressione di GST pl1, un altro membita tiemniglia delle GST
coinvolto nella resistenza ai farmaci e nella raegmne delle chinasi correlate

allo stress (97). Inoltre, si osserva che 'mRNA giene x-CT é aumentato in
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tutti i cloni tranne che nel clone NIH-DEM-3. AnchenRNA per il gene
NQO1 e presente a livelli piu elevati in tutti ool tranne che nel clone NIH-
DEM-5, dove invece € presente una consistentespegssione dellmRNA del
gene della MnSOD, i cui livelli risultano normah tutti gli altri cloni. Gli
MRNA degli altri geni analizzati o sono espreski atesso livello delle cellule
parentali, oppure risultano incrementati solo iralgbhe clone. Questi dati
suggeriscono che i livelli elevati di mMRNA dei geBST al, x-CT e NQO1
sono associati alla resistenza allo stress osswdattotta dal DEM. Sulla base
di tali risultati abbiamo deciso di investigare ieccanismi di regolazione
responsabili della maggiore espressione dei gefli @&Se x-CT, osservati nel
clone NIH-DEM-12. Pertanto abbiamo clonato le regipromotrici dei geni
GSTal (940 a +41 g x-CT (-235 a +15) a monte del gene “reporterfadel
luciferasi e i due costrutti sono stati trasfettiati maniera transiente nelle
cellule NIH3T3 e nel clone NIH-DEM-12, cresciutol mezzo normale senza
DEM per un mese. | risultati hanno mostrato unvéti luciferasica
significativamente piu elevata nel clone NIH-DEM;18uggerendo che
'aumento dei livelli di espressione di tali genr@golato da meccanismi che
agiscono a livello trascrizionale e dovuto alla giage presenza e/o maggiore
attivita di un fattore trans-attivante. E’ noto chegromotori di tali geni
contengono gli ARE che sono riconosciuti da NrfR,quale attiva la
trascrizione dei rispettivi geni. Quindi abbiamaide, mediante esperimenti di
Western blot, di analizzare la quantita della pratéNrf2 presente negli estratti
nucleari del clone NIH-DEM-12 e delle NIH3T3. Tasperimenti sono stati
condotti anche utilizzando estratti nucleari pragati da cellule esposte a 100

UM di DEM che induce I'accumulo di Nrf2 nel nucletb). | risultati, mostrati
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in Figura 3 B, indicano che nel nucleo delle cellugsistenti, i livelli basali
della proteina Nrf2 e quelli accumulati dopo trattmto con DEM risultano
significativamente piu elevati rispetto a quellsesrati nelle cellule parentali
nelle stesse condizioni. In queste stesse condlizibvelli della proteina Nrfl,
un altro membro della famiglia di fattori correla Nrf2, regolata
differentemente da Nrf2, risultano comparabili meiclei delle due linee
cellulari.

Questi dati suggeriscono che l'aumento della trasecre dei geni GSTal
e X-CT in condizioni basali nel clone resistente afitess ossidativo e

correlato a livelli nucleari piu elevati della peota Nrf2.

3.2 L’iperespressione di p53 interferisce con I'indone mediata da Nrf2 dei
promotori contenenti sequenze ARE.

| risultati precedentemente descritti ci hanno ttwlca studiare meglio i
meccanismi molecolari della regolazione dei genitiogsidanti Nrf2-
dipendenti. Esperimenti di cotrasfezione in vainee cellulari del costrutto x-
CT -235 +15 (x-CT/Luc) e del vettore che iperesprita proteina Nrf2 e
sottoposte a stress ossidativo con DEM 200, avevano dimostrato che
I'attivita luciferasica era notevolmente ridottadellule con p53 funzionante.
Cio faceva supporre che lo stress ossidativo avesietto una funzione pro-
ossidante di p53 attraverso un danno al DNA. Iepliia un’analisi di sequenza
del promotore del gene x-CT avevamo individuato puttivi siti di legame
per il fattore trascrizionale p53. La riprova diegta ipotesi era stata ottenuta
trasfettando in modo transiente x-CT/Luc con urtoretche esprime p53: in

gueste condizioni I'attivita luciferasica era naibaente ridotta. Abbiamo
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Figura 3Profilo dell’espressione genica dei cloni resistenal DEM (A) e
livelli di Nrf2 nel clone NIH-DEM-12 (B).

Pannello A: | livelli di mRNA sono stati analizzatiediante PCR Real Time,
in cloni resistenti allo stress ossidativo crescpgr un mese in assenza di
DEM. | valori sono stati ottenuti confrontando vdlli relativi di mRNA di
ciascun gene delle cellule resistenti con quelliedeellule NIH3T3. Per la
quantizzazione e stato usato il metodo dell’anal@nparativa (metodo del
AACt), utilizzando come gene di riferimento c-ABL,i @togrammi in colore
mostrano i livelli dei geni GS@ 1, x-CT, NQO1

Pannello B. Analisi mediante Western blot dei livaucleari delle proteine
Nrf2 e Nrfl in cellule NIH3T3 e NIH-DEM-12 in condbni basali e dopo
trattamento con 10QM DEM. La normalizzazione e stata effettuata coa un
banda non specifica riconosciuta dagli anticorpi-Binf2 e anti-Nrfl.
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cosi deciso di studiare l'effetto di p53 sull’esgsi®ne di geni endogeni Nrf2-
dipendenti. A tale scopo abbiamo trasfettato celHEK293 con il costrutto
FLAG-Nrf2 in presenza e in assenza di un vettoregiressione per p53 ed
abbiamo analizzato i livelli di mMRNA dei geni en@og x-CT e NQOL1. Queste
cellule sono state scelte perché la trasfezionelipofectamina ci permetteva
di ottenere un’elevata efficienza di trasfezionaggiore del 50 %). Le cellule
sono state raccolte dopo 48 ore dalla trasfeziorgli enRNA sono stati
misurati mediante la tecnica della PCR Real Timeom€ mostrato
nell'istogramma della Figura 4, I'iperespressioneNd?2 induce un aumento
dei livelli di mMRNA dei geni x-CT e NQOL1 di circaet volte mentre la
coespressione di p53 abolisce quasi completamexiée imduzione Nrf2-
dipendente. Come controllo abbiamo misurato i livei mRNA del gene
GADD45 che e noto essere indotto, a livello tragonale da p53. Come
atteso, i livelli di questo mRNA non sono influetizda Nrf2 mentre p53
induce un’accumulo significativo. Nel riquadro delstessa Figura sono

mostrati i livelli di espressione delle proteindXNe p53 dopo trasfezione.

3.3 Lattivita di p53 indotta da danno al DNA si contppone alla risposta
antiossidante Nrf2-dipendente.

| risultati riportati precedentemente possono @sspiegati ipotizzando che un
accumulo di ROS, indotto dal DEM, provoca latti@e di p53
probabilmente in seguito ad un danno al DNA.

Allo scopo di studiare la regolazione dei geni x-€ETNQO1 da parte delle
proteine p53 e Nrf2 endogene, abbiamo trattato edule Hepa 1-6 con

etoposide, un agente che induce danno al DNAdakia di 10QuM per 12
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Figura 4. p53 sopprime l'induzione Nrf2-dipendente degli mRM dei geni
endogeni X-CT e NQO1.

Le cellule HEK293 sono state trasfettate con iovetdi espressione FLAG-
Nrf2 in presenza e in assenza del vettore di esjores per p53. Dopo 36 ore
dalla trasfezione le cellule sono state raccoltéwelli relativi di mMRNA sono
stati misurati mediante PCR Real Time, come desangi materiali e metodi.
Nel riquadro in alto e riportato un Western blot adintrollo dei livelli di
espressione di FLAG-Nrf2 e p53
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ore, per attivare p53 endogeno. Successivamentsteqséesse cellule sono
state esposte a 20 di DEM per 3 ore per attivare Nrf2 endogeno sufiati

di questi esperimenti sono riportati in Figura 9i &perimenti sono stati
condotti in parallelo con trasfezione transientexdCT/Luc per analizzare
anche l'attivita luciferasica nelle condizioni sedte (Figura 5 A, pannello di
sinistra). In queste cellule, come atteso, la tiasme del gene x-CT/Luc e
attivata dal DEM e i trattamenti con etoposide hamno effetto sull'attivita
luciferasica. Al contrario, I'attivazione della s@izione indotta dal DEM é
significativamente diminuita in cellule precedeneste esposte all’etoposide.
La risposta dei geni endogeni x-CT e NQO1, and@&palle stesse condizioni
sperimentali mediante PCR Real Time, ha dimostchi® gli mRNA di tali
geni vengono indotti dal trattamento con il DEM ot i pre-trattamenti con
etoposide sopprimono significativamente tale rispas DEM. Come controllo
dei trattamenti abbiamo misurato i livelli di mRNd&I gene GADDA45 (Figura
5 A) e i livelli delle proteine p53 e Nrf2 mediantéestern blot (Figura 5 C). In
queste condizioni il DEM induce un accumulo nuatedirr Nrf2 sia nelle Hepa
1-6 che nelle Calu-6 e non ha effetto sui liveiild proteina Nrfl, un altro
membro della famiglia di proteine correlate ad NFRjura 5 D).

Lo stesso esperimento condotto nelle cellule Caldd@e p53 € assente,
dimostra che l'etoposide, non ha effetto né sulisdrizione del costrutto
“reporter” né sui livelli endogeni di mRNA del ger-CT (Figura 5 B).

Per confermare che le risposte biologiche osserfuadead ora nelle cellule
Hepal-6 e Calu-6 dipendessero solo da p53, abbrgmtuto questi stessi
esperimenti nelle linee cellulari isogeniche HCTH6 (con p53 normale e

funzionante) e le HCT116 -/- (in cui il locus TP &3tato inattivato per
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Figura 5. L’attivazione di p53 in seguito a danno al DNA repmme
I'aumento della trascrizione DEM-dipendente di geniantiossidanti

Le cellule Hepa 1-6 (Pannello A) e le cellule C&lgPannello B) sono state
trasfettate con x-CT/Luc. Dopo la trasfezione |dute sono state trattate
dapprima con etoposide (1 per 12 ore) e poi con 2QM di DEM per 3
ore. A 48 ore dalla trasfezione le cellule sondestaccolte per saggiare
I'attivita luciferasica, e per misurare i livelkelativi di mMRNA di x-CT, NQO1
e GADDA45.

Pannello C. Analisi nelle cellule Hepa 1-6, medeaWestern blot, dei livelli
della proteina p53 dopo trattamento con etorposideeon DEM.

Pannello D. Analisi nelle cellule Hepa 1-6 e Calur@diante Western blot, dei
livelli nucleari delle proteine Nrfl e Nrf2 dopoattamento con 20AM di
DEM.
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ricombinazione somatica) (17). Tali cellule sonatestquindi trasfettate con il
costrutto x-CT/Luc in presenza e in assenza debreeti espressione FLAG-
Nrf2 e trattate con 20QM di etoposide o 2@M di cisplatino per 12 e 24 ore
per indurre un danno al DNA. | valori dellattivitiuciferasica ottenuti in
queste condizioni sono mostrati nella Figura 6 Aisultati dimostrano che
nelle cellule HCT116+/+ si ha una diminuzione digativa dell'induzione
Nrf2 -dipendente dopo trattamento con etoposidismatino. Al contrario, tale
effetto non si osserva nella linea isogenica HCT4/46L'analisi mediante
Western blot mostra attivazione di p53 e fosfordae di ATM nelle cellule
HCT116 +/+ trattate sia con etoposide che corsplatino.

Infine, abbiamo verificato se i livelli di mMRNA &-CT endogeno indotto in
maniera Nrf2-dipendente sono repressi da p53 #itida danno al DNA. A
tale scopo, abbiamo trattato le cellule HCT116 edf cisplatino per 24 ore
per indurre danno al DNA e successivamente le afbiesposte al DEM per
indurre la risposta antiossidante Nrf2-dipendeigura 6 B). L’analisi per
PCR Real Time delll mRNA del gene x-CT ha dimosirahe i livelli di
MRNA vengono indotti dal DEM, come atteso, e clie aamento € inibito dal
pre-trattamento delle cellule con cisplatino. Lhesmento & stato condotto in
parallelo con trasfezione transiente di x-CT/Luc aealizzare anche I'attivita
luciferasica nelle condizioni suddette (Figura 6 pBnnello di sinistra).
L’attivazione di p53 e di Nrf2 é stata valutata maede esperimenti di Western
blot (Figura 6 D e E). Lo stesso esperimento efétt nelle cellule HCT116 -/-
mostra che il cisplatino, in assenza di p53, nomlban effetto sull'induzione

Nrf2-dipendente del gene x-CT.
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Figura 6

Pannello A. Le cellule HCT116 +/+ e HCT116 -/-, estate trasfettate con il
costrutto x-CT/Luc in assenza e in presenza debrestdi espressione per
FLAG-Nrf2. Dopo 24 ore dalla trasfezione le cellideno state trattate con
cisplatino (20uM) ed etoposide (20QuM) per 24 ore ed e stata misurata
I'attivita luciferasica. In basso sono riportati ¥¥ern blot di controllo dei
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livelli di espressione di FLAG-Nrf2, i livelli di ATM e di p53 nelle cellule
HCT116 +/+ dopo danno al DNA.

Pannello B e C. Le cellule HCT116 +/+ e HCT116sdno state trasfettate con
Xx-CT/Luc. Dopo la trasfezione le cellule sono stattate dapprima con
cisplatino (20uM per 12 ore) e poi con 5GMM di DEM per 3 ore. A 48 ore
dalla trasfezione le cellule sono state raccoltg pasurare [lattivita
luciferasica, e per misurare i livelli relativi BiRNA di x-CT e GADD45

Pannello C. Analisi nelle cellule HCT116 +/+, mad& Western blot, dei
livelli della proteina p53 dopo trattamento conrptside e/o con DEM

Pannello D Analisi nelle cellule HCT116 +/+ e HCB11-, mediante Western

blot, dei livelli nucleari delle proteine Nrfl e 14r dopo trattamento con
500uM di DEM
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3.4 p53 sopprime la transattivazione dei geni Nrf2pdndenti attraverso
interazione con il promotore del gene x-CT.

I meccanismi di regolazione p53-dipendenti dei gamtiossidanti potrebbero
essere dovuti ad una interazione diretta di p53 icpnomotori contenenti
sequenze ARE. Per investigare tale possibilitajsabb verificato se p53 e
presente nel complesso cromatinico del promotodegeno del gene x-CT. A
tale scopo abbiamo trasfettato, con il metodo didt#fectamina, cellule Calu-
6 con il vettore CMVp53, FLAG-Nrf2 e con entrambiopo 48 ore le cellule
sono state raccolte e processate per esperimentnaiinoprecipitazione della
cromatina (ChlP). La Figura 7 A mostra che, inueltrasfettate con il vettore
FLAG-Nrf2, la regione cromatinica contenente il qmatore di x-CT viene
immunoprecipitata da un anticorpo anti-FLAG, indida, come atteso, la
presenza di Nrf2 a livello del complesso trascriaie del gene x-CT. Questa
stessa regione cromatinica € immunoprecipitataeadahun anticorpo anti-p53
in cellule trasfettate con p53, indicando che p5Brésente nel complesso
cromatinico del promotore del gene x-CT. Quandceldule sono cotrasfettate
con entrambi i fattori p53 ed Nrf2, p53 risulta g@ete nella regione
cromatinica del gene x-CT, mentre il legame di Nalla stessa regione
cromatinica risulta notevolmente ridotto. Questutiati dimostrano che p53 e
coinvolto direttamente nella regolazione dell’esgrene del gene x-CT in
guanto esso € presente nel complesso cromatiniqoiedito gene. Inoltre, la
presenza di p53 nella stessa regione cromatirdc&eifortemente il legame di
Nrf2, suggerendo un meccanismo di spiazzamentafaids parte di p53.

Per identificare la regione del promotore di x-€dinvolta nell'interazione

con p53, abbiamo generato mutanti di delezionaldiggromotore: -143 +15; -
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114 +15; -48 +15;A-48 -31; A-33 -19; A-48 -19 clonati a monte della
luciferasi. Tali mutanti sono stati cotrasfettagilla cellule Calu-6 con p53 e
sono stati effettuati esperimenti di ChIP utilizdanper I'amplificazione
oligonucleotidi specifici per il gene della luciési. | risultati di tali
esperimenti sono mostrati in Figura 7 B: i mutaie mancano delle regioni
ARE e/o del sito di AP1, sono ancora capaci di legab3, mentre i due
mutantiA -33 -19 eA -48 -19 privi della regione a monte del sito iniziella
trascrizione, contenente anche la TATA box, norosargrado di legare p53.
Per studiare il legame delle proteine endogene N3 al promotore di x-
CT, abbiamo effettuato esperimenti di immunopreatpne della cromatina in
cellule Hepa sottoposte ad uno stress moderatal@6ruM DEM. Come si
pud osservare nella Figura 7 C, in condizioni bags®3 e presente nel
complesso cromatinico del promotore di x-CT. Inueltrattate con 10QM
DEM, si osserva, come atteso, un aumento del legiirf2 al promotore di
x-CT ed una riduzione, seppure minima, del legain@58 alla medesima
regione, indicando che le condizioni di stress pogsindurre la cellula a

“decidere” se rispondere con un sistema antiosgdanf2-dipendente o pro-

ossidante p53-dipendente, quando p53 e attivato

3.5 Mutazioni di p53 nella regione C-terminale non mdono [I'effetto
inibitorio di p53 sul promotore del gene x-CT

Poiché, come dimostrato negli esperimenti preceédeb8 risulta associato al
complesso cromatinico del promotore del gene x4C&assenza e in presenza
di stress, abbiamo deciso di verificare se modifma post-traduzionali di p53

“smascherano” I effetto inibitorio sui promotorifE-dipendenti. Quindi
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Figura 7.p53 interagisce con il promotore del gene x-CT.

Pannello A. La cromatina, preparata da cellule Gatvasfettate
col vettore vuoto, FLAG-Nrf2, CMV-p53 0 con entrain® stata
immunoprecipitata con anticorpi diretti controilamunoglobuline
IgG di topo, I'epitopo FLAG e p53 come indicato. PER € stata
effettuata con coppie di oligonucleotidi per dugioai del gene
umano di x-CT, una corrispondente alla regione ptemotore -

184/+9 contenente gli ARE e l'altra corrispondealia regione a
monte -2002/-1803.
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Pannello B. Cellule Calu-6 sono state trasfettate p53 e con
mutanti di delezione del promotore del gene x-Ca.cbstruzione
di tali mutanti e stata descritta nei “MateriaMetodi”. In figura é
mostrata la rappresentazione schematica dei muthntutante -
114 manca dei primi due ARE, mentre il mutanterm&hca di tutti

e quattro gli ARE. Nel mutani® -48 -31 I'elemento in cis di AP-1
e stato rimosso; nel mutame-33 -19 la regione a monte del sito
d’inizio della trascrizione, che contiene anch&Adl' A box, € stata
deleta; il mutanteA -48 -19 manca sia del sito AP-1 sia della
TATA box. La PCR sul DNA immunoprecipitato & staffettuata
con due coppie di oligonucleotidi che amplificangedegioni del
gene della luciferasi: una subito a valle del prtor®del gene x-
CT, dopo il sito inizio della trascrizione dellciterasi (+61/ +257)
(Luc) e l'altra usata come controllo negativo, roottistante dal
sito inizio della trascrizione (+1766/+1986) (Neg).

Pannello C. La cromatina e stata preparata daleeHepa 1-6
trattate o non con DEM 100M ed é stata immunoprecipitata con
anticorpi diretti contro le immunoglobuline IgG tipo, Nrf2 e
p53. La PCR e stata effettuata con oligonucleatidegnati sulla
base del gene murino di x-CT (-194/+15). Il cortol
dell’amplificazione & stato effettuato con oligolaatidi che
amplificano una regione a monte del gene murino-@ir (-2157/-
1956) (x-CT(upstream)). Gli esperimenti di “Chromat
Immunoprecipitation” sono stati effettuati come aé nei
Materiali e Metodi.
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abbiamo effettuato esperimenti di trasfezione coa serie di mutanti di p53
nella regione C-terminale, che portano una sostiiezamminoacidica di una
serina o di una lisina dove sono state descrittdiftcazioni post-traduzionali
(rispettivamente fosforilazioni e acetilazioni). skssono: S378A, K382R,
S315A, S376A, K320R, S392A, K382Q, K320Q fornitil gaof. E. Appella
(National Institutes of Health, Bethesda, Md, USAali mutanti sono stati
trasfettati insieme al costrutto x-CT/Luc da sobian Nrf2 ed é stata misurata
I'attivita della luciferasi. | risultati dimostranaghe nessuna delle suddette
mutazioni influenza I'attivita di p53: infatti nosi osserva una significativa
differenza dellattivita luciferasica tra il p53 fld type” e i mutanti. Tali
mutanti sono stati anche trasfettati in cellule UG&linsieme a Nrf2, per
esperimenti di ChIP. Ciascuno dei mutanti, al mhaila proteina p53 “wild
type”, e in grado di associarsi al promotore delege-CT impedendo ad Nrf2
di legare le sequenze ARE. Abbiamo anche studiaéaliante PCR real-time,
la regolazione dei geni endogeni x-CT ed NQOL1 ipengendo ciascun
mutante con e senza Nrf2 ed i risultati dimostrahe tutti i mutanti Si

comportano in modo simile alla proteina p53 “wigé” (dati non mostrati).

3.6 Il gene NQO1 e regolato da p53 in modo similegehe x-CT

| risultati con i mutanti di delezione del promaodi x-CT avevano
evidenziato che I'effetto inibitorio di p53 venivemosso solo eliminando una
regione prossimale al sito inizio trascrizione eomnte la TATA box.
Abbiamo quindi deciso di studiare anche il prometatel gene NQOL1
costruendo mutanti di delezione del promotore (; 7680 e -480) considerato

che il costrutto da noi precedentemente analizzatdeneva circa 1000 bp
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monte del sito inizio della trascrizione (FiguraA Questi mutanti sono stati
trasfettati in cellule Calu-6 in assenza ed in @nes di vettori che esprimono
p53, Nrf2 ed entrambi. Come mostrato in Figura 8gAaesti costrutti, che
includono l'elemento ARE, sono attivati da Nrf2 eamtengono [I'effetto

inibitorio di p53.

Per verificare la presenza di p53 sul promotoreogado di NQO1 abbiamo
trasfettato cellule Calu-6 con CMVp53, FLAG-NrfZen entrambi i costrutti e
abbiamo effettutato esperimenti di ChIP. Tali espenti hanno dimostrato
che p53 e presente nella regione -480 del promadorBlQO1 e la sua
iperespressione impedisce ad Nrf2 di legarsi (RiduB).

E’ possibile quindi ipotizzare un meccanismo comuteregolazione dei

promotori ARE-dipendenti da parte di p53. Restanttavia da chiarire i

meccanismi molecolari con cui p53 esplica tale legone trascrizionale.

3.7 L’assenza di p53 riduce la sensibilita dedlellule all’apoptosi indotta
dal DEM.

Gli esperimenti descritti mostrano che p53 presenédle nostre condizioni
sperimentali, un effetto antagonista rispetto a2 Nwui promotori dei geni
ARE-dipendenti. L’'osservazione che la rispostacasidante mediata da Nrf2
viene inibita da p53, suggerisce che, in assenzp58i la sensibilita delle
cellule all’apoptosi indotta dai ROS dovrebbe essaterata. Per esaminare
tale possibilita, abbiamo misurato I'apoptosi indotda concentrazioni
crescenti di DEM in cellule HCT116 p53+/+ e HCT1d%3-/-. Come mostrato
in Figura 9, l'assenza di p53 riduce fortementeséasibilita di tali cellule

all’'apoptosi indotta dallo stress ossidativo DENpehdente.
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Figura 8. Effetto di p53 sulla regolazione del promotore Ni2- dipendente
del gene NQO1

Pannello A. La regione del promotore di NQOL1 -9PB} ottenuta per PCR
usando come stampo il DNA genomico delle celluleKRE3 e clonata a
monte del gene della luciferasi € stata usata @iampo per clonare i mutanti
di delezione.. Tali costrutti sono stati trasfettaglla cellule Calu-6. Dopo 36
ore dalla trasfezione, le cellule sono state raeced € stata misurata I'attivita
luciferasica

Pannello B. La cromatina, preparata da cellule ®attasfettate col vettore
vuoto, FLAG-Nrf2, CMV-p53 o con entrambi €& statanmoprecipitata con
anticorpi diretti contro le immunoglobuline IGg ttipo, FLAG e p53 come
indicato. La PCR ¢ stata effettuata con coppie ldjooucleotidi per due
regioni del gene umano di NQO1, una corrispondeata regione del
promotore -450-250 contenente I'unico elemento AREltra corrispondente
alla regione a monte -2295-2015.
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Figura 9. Apoptosi indotta dal trattamento con DEMin cellulle HCT116
Cellule HCT116 (p53WT) e HCT116 (p53-/-) sono stadtate con varie
concentrazioni di DEM come indicato per 24 orepkeacentuale di cellule
apoptotiche é stata misurata attraverso FACS aw@seritto nei Materiali e
Metodi.
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4. DISCUSSIONE E PROSPETTIVE FUTURE

Alcuni fattori trascrizionali tra cui Nrf2 e p53 rebrano avere un ruolo
determinante nella comparsa del fenotipo resistaltestress ossidativo. La
cellula risponde allaccumulo dei ROS attivando da lato la risposta
antiossidante Nrf2-dipendente e dall'altro un btodransitorio del ciclo
cellulare per permettere il riparo del DNA contabdl da p53. Se il danno
dovuto allo stress non é riparabile, p53 inducep&ys.

| dati presentati in questa tesi dimostrano chestjudue meccanismi di
regolazione sono integrati e comunicanti tra loro.

Esperimenti effettuati nel nostro laboratorio handionostrato che cloni
resistenti allo stress ossidativo indotto dalla leEpne del glutatione
presentano iperespressione di geni Nrf2-dipendgr@T, NQOL1 e Gsinl)
dovuta ad accumulo nucleare di Nrf2. Poiché un daarDNA indotto dallo
stress ossidativo puo attivare p53, abbiamo arsbza risposta di tali geni in
condizioni di iperespressione o attivazione di p83 risultati dimostrano che
p53 reprime la trascrizione dei geni Xx-CT NQOl1st@.

Il coinvolgimento di p53 nella regolazione dell’'oostasi redox cellulare é
stato suggerito da numerosi studi che hanno dimostthe p53 puo avere sia
funzioni pro-ossidanti che antiossidanti. | mecsamidi repressione mediati da
p53 possono dipendere da un legame diretto di pB3I®ONA, da interazione
con altre proteine, con i fattori basali della tramone, con proteine che
modificano la cromatina, nonché dal legame di pgBaenti di sequenza che
differiscono notevolmente dalla sequenza di attowa canonica.

Esperimenti di ChIP riportati in questa tesi dinnasb che p53 si trova nel

complesso cromatinico dei promotori dei geni x-GITNQO1 ed € in grado di
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inibire il legame di Nrf2 su entrambi i promotomdicando un meccanismo
molecolare comune ai geni Nrf2 -dipendenti), ansbein condizioni di uno
stress moderato sembra prevalere lattivita di Md2quella di p53. Inoltre, la
dissezione del promotore del gene x-CT ci ha pesmdsdefinire la regione di
interazione di p53 come quella prossimale al sitzio della trascrizione.

Allo scopo di comprendere le “cascate” di segndla aase dell'effetto
inibitorio di p53, abbiamo utilizzato mutanti di n specifici siti di serine o
lisine della regione C-terminale, bersaglio rispathente di fosforilazioni e
acetilazioni. | risultati dimostrano che nessuno gie analizzati € implicato
nella funzione pro-ossidante di p53, tuttavia dgamiamo di analizzare anche
alcuni siti della regione N-terminale modificati ftssforilazioni e acetilazioni,
nonché lisine della regione C-terminale modificddemetilazioni.

| risultati riportati in questa tesi dimostrano urede di comunicazione tra i
sistemi di regolazione anti-ossidanti e quelli pssidanti. Nelllambito di un
sistema cellulare danneggiato, p53 attivo blocaadlizione dei geni Nrf2-
dipendenti che con il loro ruolo antiossidante @olrero prevenire I'induzione
dell'apoptosi, che richiede invece un accumulo @R L'assenza infatti di
p53, determina una minore sensibilita delle celallapoptosi indotta da ROS.
In questo modo, p53 opera un controllo su Nrf2 evigne le possibili
conseguenze di una attivita persistente della sigpantiossidante. E’ possibile
ipotizzare quindi che p53 ed Nrf2 lavorino in maaientegrata e che, a
seconda delle condizioni cellulari, venga favodta I'attivita antiossidante di
Nrf2 (in condizioni di stress moderato), ora queligp53 (in condizioni di uno

stress magagiore).
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