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Introduzione



1.1Equilibrio redox cellulare e gress ossidativo

Léutilizzo del |l 6ossi gnetabolichp & vantaggiosopdal punte dil e
vista energetico ma espone cellidetessuti al potenziale danno da parte dsfiecie
reattive ,dlallll®ascsiogem® i ngl ese ROf, (aReact
riduzi one del | 6o skilnente teagenerazione dimiolecale instakélivei t a

reattive, potazialmente dannose, denominate, appunto, R@S¢ui anione superossido
(O2), radicale idrossile(HO') e perossido di idrogen@H,0,). Molti sono i sistemi
enzimatici in grado di generare R@®me prodotti secondari di reazione, in primis la
catena di trasportdegli elettroni mitocondriale gli enzimi deputati alla detossificazione
presenti nel reticolo endoplasmatico liscio. Sistemi come DI2H ossidasi, invece,
generano ROS (anione superdsse derivati) come prodotto principale di reazione, e
svolgono un ruolo cruciale non solo nella generazione di specie tossiche necessarie per
completare la fagocitosi in cellule deputatea sonoancheimportanti nelle regolazione

redox di molti procesdisiologici cellulari. Ovviamente, la generazione di ROS é indotta
anche da una pletora di stimoli esogeni di natura fisica (radiazioni) o chimica (sostanze
tossichefarmaci) e amplificata durde la reazione infiammatoriaROS sono in grado di
danneggiarddNA, proteine, lipidi e la loro fisiologica prodione deve essere bilanciata
dalla presenza di difese antiossidanti in modgalantire la sopravvivenza della cellula. |
sistemi di difesa si compongono di meccanismi endgngsuperossido dismutasi, catalasi,
perossidasecc) e non enzimatici (glutatione, vitamine A, E, C).

Inoltre, una ©pi % fine regolazione dell 6equi |l
speci fiche vi es edns. Biega mdtemechinasiequal XAKT, PKC,

MAP chinasi(MAPK) e Junchinasi (JNK)regolanol aftivazione difattori di trascrzione
redoxsensibili come Nrf2, NFkB e AR1 (Zhang et al., 2015)n questa condizionsi
possono osservariverse risposte cellulari come la pfetazione, il differenziamentma
anche lonedd meccarasmiidi apoptoAi. contrario, q¢iando la produzionda ROS

supen la capacita detossificanteegi enzimi antiossidantila cellula va incontro ad una
condi zione nota co(fMgl) Bat pessdi basidedd e
riscontra indiverse condizioni fisipatologiche(Ursini et al., 2016)PhamHuy et al.,

2008) (Holmstrom and Finkel, 2014¢d ha molteplici effetti Si riscontrano danni
irreversibili a varie companti cellulari come unanarcata denaturazione delle proteine,
mutazioni al DNA e la peragdazione délipidi di membranaCome conseguenza, stress

ossidativo gioca un ruolo importante nella patogenesi di diverse malatiieelate



al | 6i nv e c dlilpatdogie catdiovascolameurodegenerativeatarattadiabete e
cancro(Jacob et al., 2013Butterfield et al., 2012a)
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1.1.1 Meccanismi di adattamento dei neuroni allo stress ossidativo

Nonostante neuroni non siano cellule in grado di rigeneiraitscervello umano rimane
intatto, dal punto di vista strutturale e funziongber diversedecadi. Questo riflettéa
capacita di omeostasi di cilitessuto nervose dotato; infatti, sia i neuroni che le cedlul
gliali possiedono meccanismi di adattamentaitii a contrastarele perturbaioni
del |
del |

Tuttavia é risaputo che i neuroni possiedama limitata capacita di risposta allo stress

6ambi enconeel 6 a8 u me st a mide daRy@a&htird mantenimento

0 i matfingonalith cellular¢Dringen et al., 2005)

ossidativg infatti esprimono bassi livelli di catalasi e hanno un modesto contenuto di GSH,
questo e dovuto in gran parte alla scarsa attivazione di (BdR et al., 2015) Inoltre,

| ebevata attivita metabolicdi cui sonodotate | 6atti vi t ™ @ninotewglet i c a
consumo di ATP (HerrercMendez et al., 2009)determinando inevitabilnme la
generazione di una notevajeota di RO§Poyton et al., 2009Murphy, 2009) Tuttavia,

I mitocondri non risultance s ser e | 6uni c a Infattg nel enetabaismal i R
neurong un ruolo chiave 8 vol t o anc he BHodsdsidéiecomwdltorella NAD
modulazione di alcurfiattori di trascriziongHongpaisan et al., 2008) nel | 6al | ung
dei neuriti (Nitti et al.,, 2010) Risultachiaro chel 6 el evata atti vi t” m ¢
richiede la presenza di meccanismi di adattamento allo stress ossifatigaputoche

buona parte delle difese antiossidanti neuronali derivile dzellule crcostanti, in
particolare dagliastrociti (FernandeZernandez teal., 2012) Questi ultimi, possiedono

u rel@vata capacita di produrre e immagazzinare GSH per poi rilasciarlo nel mezzo
extracellulare da dove gli amminoacidi di cui éomposto vengono internalizzadiai

neuroni e utilizzati pesintetizzare nuov&SH(Vargas and Johnson, 200®ringen et al.,

1999) Quindi, gli astrociti giocano un ruolo chiave nel garantire il supporto antiossidante

ai neuroniadiacentiin termini di amminoacidi utili alla sintesi del GSHuttavia,questa,

come altre risposte anti os svadoaendi Nrf2edalla p o s
sintesidei suoi geni targetche nei neuroni risultano quindi crucigBaxter & al., 2015)

(Hall et al., 2012)Hasel et al., 2015)



1.2Nuclear factor (erythroid-derived 2)}like 2 (Nrf2) e geni target

Nrf2 e un fattoe di trascrizionefondamentalenel mantenimental e |

ledstasmredox

c e |l | u luearpmteinacBsiituita da 589 amminoacidi e quirgin un peso molecate

predittivo di 66,1 kDa. La presenza di open reading frame determimeso molecolare

compreso tréd5-100 kDa(Lau et al., 2013)Nrf2 appartiene ad una famiglia thttori di

trascrizionecaratterizzati dalla presenza di una sequébzap 6 n 6 (CNQ),|castituita

da circa 43 amminoacidi e contenente un domanezrniere di leucinébZIP) (Moi et al.,

1994)

La struttura di Nr2 é costituita da 7 domini funzionalFig.2) (Hayes and Dinkova

Kostova, 2014fJaramillo and Zhang, 2013)

Nehl dimerizza con lepiccole proteine Mafgmall Maf proteins sMaf) consentendo a
Nrf2 di legarsia specifiche sequenze di risposta antiossidaAtgidxidant Response
ElementsARE) (Hirotsu et al., 2012)

Neh2 e il dominio di legame cola proteinaKelchlike ECHassociated protein (Keapl)

c he

Neh3 situato mlla regione @erminale, € un dominio di transattivazione in grado di legare

rappresenta

princi p@dngetal.006)l at or e

chromeATPase/helicase DNA binding protein fam{igHD6) (Hayes and McMaon,

2009)

Neh4 e Neh5anche essi sendomini di tranattivazione coinvolti nel reclutamento di

proteine qualicAMP response element binding prot¢@REB) ecAMP binding protein
(CBP) (Kim et al., 2013)

Neh6 media la degradazione di Nrf2 indipendente deajikl mediante il reclutamento

della proteinadimerica b-transducin repeatontainirg-protein (b-TrcP) (Rada et al.,

2011)
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In condizioni basali, Nrf2 énantenuto nel citoplasma da Keapl che rappresenta il suo
principale regolatore negativo. Keapl farje di un complesso enzimatico chiamato
Cullin3 (Cul3) che promuove la costante degzidne di Nrf2 mediante la viabiquitina
proteasoma. Il rapido tuover di Nrf2 (circa 2680 minuti)fa siche in condizioni basali i

suoi geni targehon vengano trascritti.

In presenza di stress ossidativoelettrofilo, mentre Keapl subisgrodificazioni su

specifici residui di cisteinas i Inikiziome &el compless@ul3 che portaal rilascio di
Nrf2. Nrf2 |libero pu, traslocare all odointel
eterodimero con lgroteinesMaf riesce a legarde sequenze ARE presenti sul DNA

attivando la trascrizione dei suoi geni tar¢fét).3) (Rushmore et al., 1991)

Unstressed conditions  Stressed conditions [ \
Nrf2 target genes
Keapl / Keapl GCLM
Antioxidant and GCLC
; detoxifying gene . )
products Thioredoxin 1

biquitination ) /> xCT
( HO-1
sMaf NQO1
gen?
5 o J

=¥ Nrf2 degradation ARE

Fig.3 Schemadella localizzazionali Nrf2 a livello basalee della sua traslocazione nucleare in rispaalo stress

ossidativoche porta alla trascrizione dei suoi geni target

LOi nt er a zproteinesMatrisulia e$sere necessaria per il legame di Nrf2 al DNA
(Tebay et al., 20150Otsuki et al., 2016)Altri regolatori negativi di Nrf2 sono CRIF1, una
proteina mitocondriale in graddi legarsi e degradare Nrf2 in modo redodipendente
(Kang et al., 2010 SIAHZ2, un regolatore della risposta ipossica che in condizioni di
ipossia interagisce con Nrf2 portandone alla degradafi®edea et al., 2013)

Tra i regolatori positivi di Nrf2 invece, notevole importanza ha BRCAL, che promuove la
trascrizione di Nrf2 sia direttamente che indirettamente mediante utaeotnto di altri
fattori come CEBP (Gorrini et al., 2013) molecole come sequestosorhe(SQSTM1),
invece, sono in grado di attivare indirettamente Nrf2 prevenendo ilegigamecon di
Keapl(Komatsu et al., 2010)



L 6 at t iNWM2iétaficheddgolata danodificazioniposttrascrizionali. E stato osservato
che la fosforilazione di Nrf2 € necessaria per la sua traslocazione nucleare e per
| 6i nduzi one deBryarsal ali 20kt a fosforilaziong di tNrf2 vede |l

coinvolgimento di vie di segnale redsxe nsi bi | i c 0 m@aiswvRlKZD04) e P
Controverso sembra essereeang il ruolo di ERK1Z; divers studi affermano che ERK2/

sabi |l i zzer ebber WNahgdtaat., 2019)tuttavia, € stdto andhe dservato
come | 6i ni biz2znmo nienfdliuemRK1/l 6(Blbomiandalaiswaln e d

2003) Questi risultati contrastanti sarebbero riconducibili a d#ffiee tra i vari tipi

cellulari e tra i diversi tipi di stress a cui le cellule venivano sottop@tang and Forman,

2009) Inoltre, e stato ipotizzato che la fosforilazione di Nsfieratadd | 6 asse -P1 3 K/
GSK-3b-Fyn sia importante nella regol agsumone
degradazioneitoplasmaticgZhou et al., 2015Nrf2 vaincontro anche ad altre modifiche
posttrascrizionali come la sumoilazione. Sono stati evidenziati potenzialiidgigdme

per SUMOL in cellule stellate epaticheratto ed € stato dimostrato che6i nt er azi o
Nrf2 con SUMOLlé necessariper la dimerizazione di Nrf2 con lesMaf e quindi per

| 6i nduzi one de{Tomasuetial., 20&4nAl cortrario, gS&/MO23 non
sembrerebbero essere coinvolte nella regolazione di (Nf&loy et al., 2013) Infine, €

stato anche riportato | ruol o di di ver s #ransferasii(HATP3@QuU a | i
CREBbi ndi ng protein (CBP) e | 6i st onievariac et i
resi dui i sinici di Nr ffaRoriscdE® ast avazdomesd
sua traslocazione nuclegi€atoh et al., 2001(Sun et al., 2009Li et al., 2002)

Nrf2 trascrive una vasta gamma di geni con funzione antiossidante e detossificante; in piu,
recentemente € stato scoperto che diverse molecole con attiviienfiantimatoria e
coinvolte nel metabolismo somegolate da Nrf2.

Sulla base della loro funzione cellulare i geni target di Nrf2 possono essere suddivisi in 5
gruppi(Menegon et al., 201Paladino et al., 2018)

Gruppo 1. a questo gruppoappartengono enzimi implicati nella sintesi e nella
rigenerazione del glutatione. Tra questi di mote importanza sono le sulmita
modul atori a (GCLM) e c -glutaamiicisteinac sintetabi,G @ L C)
perossiredoxina (Prx) e gli enzimi che producono NALORIdBean et al., 2015)

Gruppo 2 include diversi enzimi con attivita detossificante verso sostanze come

xenobiotici, farmaci e aldeidi tra cUAD(P)H quinone ossidoreduttasi 1 (NQO1),

10



glutatione Stransferasi (GST) @ trasportatore per la cisteineCT (Higgins and Hayes,

2011)

Gruppo 3 comprende gli enzimi implicati nel metatmtio dei gruppi eme come HDe
ferrochetal asi, che prevengono | 6accumul o
Gruppo 4 di questo gruppo fanno parte génzimi che controllano la corretta

degradazione delle proteine come SQSTML1.

Gruppo5: comprende var.i enzi mi coinvol ti nel
glicogeno come | 6enzima ramificante il gl i

Infine, alcune citochine prmfiammatorie come 6 e IL-1b, che sono state recentemente
correl ate af2(Urénaeétali20i6x =~ di Nr

11



1.3Eme OssigenasilL (HO-1)

Tra i vari enzimi coinvoltinella risposta antiossidanteotevole importanzéha eme
ossigenasil (HO-1). Il gene HO1l (HMOX1) e localizzato sul cromosoma 22912 e
codifica una proteina costituita da 728 amminoacidi e con un pescotaie di 3236

kDa. HMOX1 presentaiversi siti di legameper vari fattori di trascrizione tra chiF-kB,

HIF1, AP1, AP2 eNrf2, che rappresenta il suo principaattivatore a livello del SNC
Medi ante | dattivazi oneHOd e ingradb tieigpdndexia unai e
vasta gamadi stimoli quali ROS, radiazionifattori di crescita, citochine infiammatorie
(Maines, 1988)Piras et al., 20176 u b st r at o d e-1 dordoiagtuppi emeche” d i
derivanodal catabolismaellularee vengono convertiin monossido di carbonio (CQ)
biliverdina e F&" libero. Il CO presentgroprieta antiapoptotichee antiinfiammatorie
(Loboda et al., 2015)Motterlini et al., 2012)labi | i ver di na vi ene con
biliverdina reduttasiBVR) in bilirubina, cheé in grado diimitare la produzione di ROS
prevenendo laperossidaziondi lipidi e proteine ed esercitando quindi un elevato potere
antiossidante(Stocker et al., 1987)anttinflammatorio (Loboda et al., 2016¢ antt
apoptoticoll ferro libero(F€**), & progressivamente legato dalla ferritina che & sintetizzata

I n parall el o a-l;lindliren d U zbiaadnt e v d-ATPadapermette | | a
| 6ef fl usso ¢t iconpiuentoi alaoridudiendéel cBneenuto intracellulare di

Fe’* eprevenenddl danno ossidativo indottdalla reazione di Fentoffrig.4) (Balla et al.,
1992)(Watts et al., 2003)

Biliverdin
Heme WHO%K) F&*+CO + Biliverdin—acau®Se. gijirubin

I I m I
. 1 I + 1
NADPH O,  H,0, NADP | v NADPH — NADP |
: Antiapoptotic l
|
! 1
: v

v Antioxidant

Ferritin
antioxidant

Fig.4. Schema della funzione cellulare di iODegradazione di Eme in #eCO e Biliverdina che viene rita in
Bi | i r u fenzimaBilideadind Reeduttasi
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HO-1 r appr es e mduabild doHOsnelfceyvellm avelli di espressioneli HO-1

sono basse circoscritti a piccoli gruppi di neuroni e cellule gliéliarafiano and Snyder,

2001) Al contrario, il mMRNA di HG1 é presente ad tallivelli nella corteccia e

n e | locampp mdicando la presenzaudia riserva cellulare di trascritto primario di HO

1 prontoad essere tradotto in proteif@alabrese et al., 20083capagnini et al., 2002)

HO-2 rappresent a i nvece | 6i sof or ma costitu
preval ent ement e a  btatov dinhostrato ahee la eiaggiar| parte dead
bilirubina endogena prodotta da2lelclealtCOi vaz
prodotto da HER avrebbe un ruol o moiitticonekacelnial e a
nervosaChen et al., 2003)

Tuttavia, HO-2 non risponde modificazioni dello stato redox e allo stress ossidativo e
quindi il ruolo di HO1 nella risposta adattativa neuronale resta cruciale e ancora

largamente sconosciuto.

13



1.3.1Ruolo protettivo di HGL nelle cellule nervose

Negli ultimi anni, il coinvolgimentali HO-1 nella sopravvivenza delle cellule neuronali e

stab anpiamente studiatgsotto vari aspetti. o state caratterizzate principali vie di
segnaécheprt ano al | 6 ateinducordmsciaziore didHEL. Sk INKPKIM

et al., 2017)che ERK1/2sono coinvolte nella upegol azi one d-&.1 | 6 as
ERK1/2, in particolare, attraverso questa via, svolge un ruolo importante nel favorire il
differenziamento neuronale indotto dattore neurotrofico derivato dal cervellBINF)
favorendol 6 a | nhentaon deianeuriti e alla crescita degli ass@viloso et al., 2004)

Inoltre, & statodimostrato che il trattamento diellule di feocromocitoma muro con

molecole di origine vegetalativa non solo il pathway di ERK12 ma anche quello di
AKT/PI3K; anche quest 6ul t iradoocaziomne mteare di fNd2veola i r e
trascrizione di H@L, il cui aumente anche in grado digpt enzi are | 6ef f et
del fattore di crescita neuraldGF) (Zhao et al., 2015)

Un altro aspetto approfondita diversi autorriguarda il ruolo protettivo dei prodotti di
reazione di HAL. Sia in colture di cellule neuronali che colture di cellule gliali, la
bilirubina endogena prodotta da HOregola la fosforilabne di ERK12 e AKT
generandain meccanismo a fedzhck positivoche favoriscea sua voltda upregdazione
di HO-1, oltre che il rilascio di BNF dalle cellule neuronali e del fattore neurotrofico
derivato dalla gliaqlGDNF) dalle cellule gliali.Al tempo stessoe stato osservato che |l
trattamento delle cellule gliacon un donatore di CO aumentailascio di BDNF e GDNF
medi ante | 6at t iadasegnae) quelladi sGEKGGHuUhgter ah, 2010)
sottolineando il ruolo del CO come neuroprotettdireuolo protettivo di HO1 e dei suoi
prodoti di reazioneg stato osservato anche in diversi siadrivo. In topi knockout per il
gene HQL e¢ stato riscontrato un grave deficit nella geagione di bilirubina corun
drastico aumentalel tasso di morte cellularen risposta ad agenti prmssidanti come
| 6acet at @eedaal, 2p16)o mb o

Inoltre & stato dimostrato chélO-1, mediante isuoi prodotti di reazione¢ in grado
contrastareil danno ossidativo indottaallo accumul o di afigrijarie gat i
coinvolti in patologie neurodegenerative come il morbo PadarfPD) o la malattia di
Alzheimer (AD). In cellule di neuroblastomamanoM17, infatti, | 6 oc-esmeassionali

HO-1 sembraaumentee la degraazione al proteasom@ella proteina talwattraverso la

downregolazione del pathway di ER¢Song et al., 2009(Schipper et al., 2009Nello
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by

stesso mod sperimentale, & statanche osservato come iCO e il ferro prodotti

dal | 6 atHO4l wianbin gratlo di attivarda degradaziongroteasomalalella U-
sinucleina il cui accumulo € comunemente associad | 61 nsor genza de
Parkinson(Takeda et al., 2000)
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1.3.2HO-1 nella neundegenerazione

Nonostante molti autori abbiandescritto gli effetti neuggrotettivi di HO-1, altri hanno
associatda upregolazione di HAL ad un danno neuronale e alla neurodegenerazione.
HO-1 risulta essere owaspresso in cervelli di soggettffetti da AD soprattutto
nel | 6i pp dla ecortepoia cazebraa livello degliastrociti edele celule gliali,
rispetto ai controlli sani(Schipper et al., 2006)Schipper, 2004) La upregdazione di
HO-1 e il conseguente aumento dei suoi prodotti di reazioneconcomitanza cota
generazionedi ROS da mitocondrisenescentil 6 a ¢ ¢ u mb le da paduziodedi
citochine infammatoriesono stati collegatin notevoledanno ossidativoei tessuti colpiti
daAD (Hettiarachchi et al., 2014{Schipper et al., 20097 sostegno di questo sono stati
prodotti studiin vitro su astrociti di ratto trasfettati col gene HMOXdei quali laover
espressione di HQ favoriscela biogenesi di inclusioni citoplasmaticherfologicamente

e chimicamente simili a corporamdacea (CA), ovvero aggregatdi natura
prevalentemente glicoproteical cui accumulo avviene fisiologicamente durante

| 6i nvecchi ament o ma r imaroalotinpazients AD€Soreg etdhk,c i s a
2014) Inoltre, in animali transgenici che ovesprimonoHO-1 nel compartimento gliale,

il trattamento con inibitoridi nuova sintesi di HEL come OB28, sarebbe in grado di
attenuare i deficit comportamentallesalterazioni neuropatologiclassociate l malattia

di Alzheimer, suggeendo che HEL sarebbe un potenziaigrget farmaologico peida cura

di AD (Gupta et al., 2014)

Un altro importante aspetto inerente laregolazione di HEL nella patogenesi di AD

riguarda | 6 0 merole ned £ampartneehto gtiateDueasté il normale
i nvecchiamento cerebrale | 6omeost asi del
funzionamento della pompéiver-x-receptor (LXR)c he garanti sce | 6eff

coleserolo ela cui attivazione & stimolata dal CQial Fe** prodotti di HO1 (Hascalovici

et al., 2009) In soggetti AD invece la sostenuta upegolazionegliale di HO-1 stimola la
biosintesi di colesterolo e la formazione di ossisteroli. Mentre nelle fasi precoci della
pat ol ogia | 6eccesswor aiadod £sd redlusdoiviblXR cisatec
nelle fasi piu avanzate si riscontra un defioel funzionamento della pompzon il
conseguente accumuth colesterolo liberahe a sua volta favorisda deposizione di B
aggravando il quadro neurodegenerafivaya and Schipper, 2007)

La upregolazione di HGL e stata associata anche aflatogenesi d& malattia di

Parkinson Una caratteristica istologica tipica del PD é la preseaZaello dei neuroni
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dopaminergicidi aggrey a t | f i bsinucleinachiamaticdrpi di Uewy, alivello dei
quali e stata rilevata anche la presenza di-HOn un modello di rattoPD, e stata
osservata lap-regolazione di HEL dipendente dBIF-kB e c-Jun/AR1 che sembra essere
associatauna drastica perdita di neuroni dopaminergallarsostanza nigrérsou et al.,
2015) Inoltre,| o¥erespessione di HEL é stata associata ad daficit nellaproduzione

di dopamina,un aumento del rilascio di GABAuna sregolata deposizie di ferro
intracellulare d un dannoalla membrananitocondriale(Song et al. 2017) Anche rel
comparti ment-espregssionei H@1 prom@oeewna sregolata deposizione di
ferro intracelulare nonché un dieit mitocondriale nel funzionamento della catena di
trasporto degli elettran(Song et al., 2006)Tutti questi fattorj nel loro insieme

porterebbero all éinsorgenza di un fenoti pc
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1.3.3HO-1 nei tumori cerebrali
Di ver si | avor i -espiegsione ti &@ @ livetichcerebtalée corrgata alla

crescita tumorale, al grado di malignita, alla capacita di metastatizzare e allEnzeseit

terapie(Nitti et al., 2017) In lineecellulari di glioma umanpé stato riscontrato che6 o v e r

espressione di HQ favoriscelar e si st e n z anonghéla dErqgaazionedegii
fattori di crescita EGF e BDNFMorita et al., 2009)Anche rel neuroblastomé\B), uno
dei tumori pi % comuni del | 6 et -1semlord carrefata
ad una resistenza alle terapiefatti, in lineecellulari di NB umano HQO1 risulta essere
overespresso anche in presenza di ageimimioterapici come ibortezomib(Furfaro et
al., 2012) (Furfaro et al., 2014)Furfaro et al.,, 2016b)L ésposizione asostanze
antiossidantc o me | 6 aci do ldlocagizzazione nucleake adirHDchesembra
avere un ruolmella regolazione dvari geni implicati nellachemioresistenzélibullo et
al., 2018) Inoltre, anche neINB é statas s er vat a una c-espressdnad
HO-1 aumeéndo dei livelli di proteinantiapgtotiche come BeR e Bclxl. Tuttavia, il
trattamento con inibitori specifici di HG1 come la zinceprotoporfirina (ZnPPIX)
favoriscela upregolazione di BeR e Bckxl inducendo la morte cellular@-est et al.,
2016)

Il ruolo di HO-1 sembra quindessere abbastanza controveesfortemente dipendente
dal | 6 ambi eedal eontesefisidpatdlogico@ cui viene espress Infatti, HO-1,
mediante la generazione dei suoi prodotti metaho#iciin grado di esercitareina
fisiologica funzione prot#iva verso il danno ossidativoTuttavia,| 0 cesmassione

sostenuta erolungata di HGL, mediante la produzione sreg@atiei suoi prodotti di

one

reazione, pud provocare un danno ossidativo di notevole entita a livello cellulare,

aggravandoil quadro patologico di alcunenalattie neurodegenerative favorendo la

progressioneidszarie forme tumoral(Fig.5).
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Schemamodificato da Heme Oxygenase in the nervous system: does it favour cell survival or induce neurodegeneration?

(Nitti, 2018).
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1.4BTB domain and CNC homolog 1 (Bachl)

BTB domain and CNC homolog 1 (Bachl) & una pretaostituita da 721 amminoacidi,

con un peso molecolare di circa 92D& e appartenente alla famiglia dei fattori di
trascrizione CN&bZip che esplica la sua attivi@ livello nucleare. La proteina Bach
presenta due isoforme: Bachl, espressa in modo ubiquitario e Bach2 che risulta essere
espressa prevalentemente nei monociti e nei ne(ifwshino and lgarashi, 2002Bachl
rappresenta il principale regolatore negativo di-HCOrestando ancorato alle sequenze
ARE impedisce il legame di Nrf2 e la conseguente trascrizione dei suoi geni target tra cui
HO-1. Tuttavia, esiste anche un meccanismo di esporto nucleare che, irzaréissiness
ossidativo, i mpedi sce | daccumul o nucl eare
risposta antiossidantirf2-dipendente Infatti, Bachl contiene delle sequenze di esporto
nucleare (NES) tramite le quali si lega alla proteina Crm1presgbile del suo esporto dal
nucleo al citoplasma, dove Bachl viedegradato prevalentemente vidiquitina
proteasoma(Kaspar and Jaiswal, 201QBuzuki et al., 2003)Diversi studi hanno

c onf er ma posizionehad induttori rf2 come il tetraclorobenzochinone (TQB
oppurela fosforilazione di Bachl in siti specifici come la tirosina 486 ne determinano il
rapido esporto nucleare ed un consagea ument o del | 0 elqSureeak,si o n
2016) (Kaspar and Jaiswal, 2010Quando i livelli di ROS non sono elevati, invece,

| 6esporto nucleare di B a domth degli eteemimeriicanieb i t o
proteinesMaf in grado di legarsi al DNA inibendo quindi la trascrizione dei geni Nrf2
dipendenti(Fig.6).

Inoltre, Bachl possiede 4 dipeptidi cistema ol i na che gl i consen
diretta ¢ on omeostasi depgpuppi eenenveene madenuta da un meccanismo a
feedback; quando i | i \azohd direttadlcon Badamleridudgsumao e | «
capacita di legarsi al DNA, consentendo quindi la trascrizione diHQuale a sua volta

puo agiredegradando i grupgme(Zhou et al., 2016(Kaspar and Jaiswal, 201® &tato

anche osservato che i gruppi eme sono in grado di indurre laltpglitinazione e la

degradazione di Bachl medi ant einprobemtigasi va z i
come HOIL-1 (ZenkeKawasaki et al., 2007)

Negli ultimi anni é stato anchéi mostrat o che durante | d6inv
Bachl e associata alla riduziodee | | 6 e s p r e s sdi conseguernka, liveBiGIL C,

GSH risultano ridott{Shenvi et al., 2012Recentemente& stato anche dimostratbe in

cellule epiteliali bronchiali umane (HBE) di persone anziane6®0 anni ) , | 6espr
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GCLM, GCLC e NQOL1 indotta dal trattamento con sulforafano era piu bassa mentre i
livelli di Bachl erano significativamente piu alti rispetto a cellule HBE di individui giovani
(22-29 anni)(Zhou et al., 2018)

Queste evidenze mettono in luce il ruolo chiave svolto da Bachl nella regolazione della

risposta antiosdante in varie condizioni fisgatologiche.

No transcription
A

Transcription of Nrf2
target genes

 NRF2

-> |

Fig.6 A livello basale Bachl ¢ localizzato nel nucleo dove inibisce la trascrizione dei geni target dnNisppsta
al | 6 au me Bachl vidrie esRat&o nel citosol mediante Cemgyeni target di Nrf2 vengono trascritti.

21



1.5Ruolo dei micro-RNA nella regolazione del signalling Nrf2/HGO1 e nella

sopravvivenza neuronale

I micro-RNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA non codificante trascritte dalla
RNA polimerasi Il eprocessate a livello nucleare. Il miRNA maturo é in grddizgarsi

all a r e gi aa enRNAdersaplio”kegradandolo o ihendo il processo di
traduzione (Danka Mohammed et al.,, 2017k 6 stato osservato c
antiossidanti possano agire regolando la biogenesi e di alcuni miRNA. Ad esempio, il
trascritto primario del miRNA (preniRs) nel nucleo viene clivato dalRNAbinding

protein Di George critical regiot8 (DGCRS8) per esxe convertito in un precursore
intermedio (prani Rs) i gual e completa | a sua mat
DGCRS8 é dipendente dai livelli cellulari dei gruppi eme; di conseguenzal,HO
principale enzima che degrada i gruppi eme, influeneebbe | 6espressi o
mMiRNA (Lin et al., 2015)

E stato dimostrato che i miRNA giocano un ruolo cruciale nella regolazione di diversi
meccanismi cellulari tra cui la gemeione di ROS e il signalling di Nrf2/HAL. Analisi
molecolari, hanno confermato la presenza di ben 85 miRNA in grado di legare il mMRNA di
Nrf2, la maggior parte dei quali agiscono dergolandolo(Kurinna and Werner, 2015)

In cellule SHSY5Y e stato osservato che miR4, miR153, miR27a e miR143p
agiscono direttamente inibendo la traduzione di Nrf2. Un esempio di regolgmeiiwa

di Nrf2 invece, é rapprestio da miR200 e miR7 cheiniberdo Keapl, favorisconta
traslocazione nucleare di Nrf2 e il suo legame alle sequenze(K&taria et al., 2015)

Oltre alla modulazione dNrf2, sono stati identificati diversi miRNA che agiscono
direttamente sui geni Nri@ipendenti Beckman e collaboratori (2011hanno
caratterizzato due miRNA, miRl7 e miR377 i n grado di |l egar s
HMOX1. La trasfezione di cellule HUVEGono miR217 o miR377 singolarmente e la
successiva esposizione ad emina, un induttore diLH@n modificava significativamente

I livelli di HO-1, al contrario, la combinazione dei due miRNA, riduceva i livelli di-HO
rispetto alle cellule di controllotat t at e con emi na, i ndi cand
mMiRNA nella regolazione di HQ (Beckman et al., 2011)In cellule SHSY5Y la up
regolazione di hsaniR-590-3p determinerebbe un aumento dei livelli di HONQO1,

GCLM e GCLC(Wang et al., 2018)

Anche Bachl sembra essere soggetto ad una regolazione dai phversd miRNA. Tra

questi mMRL1 55 avrebbe ben 4 siti di | egame sul

espresso in cellule HUVEC in risposta al TNF, dregalando Bachl e promuovendo
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cos3® | 6i ndlyRPulkkomenest ad, ROLIHDI miRNA coinvolti nella regolazione

di Bachl sono i miR della famiglia &t(Hou et al., 2012)miR-196b e miR122 (Zhang;

2012)

Oltre ai miRNA coinvolti direttamente nella regolazioe signalling Nrf2/HG1, diversi
autori hanno approfondito il |l oro ruol o a
neuronale. MinoneMoyano e collaboratori (2011), hanno evidenziato che le cellule SH
SY5Y differenziate conATRA presentavano evati livelli di miR-34b e miR34c.
Trasfettando le cellule con inibitori specifici di mBb e miR34 c , | 6espressio
MiRNA, cosi come la vitalita cellulare diminuivano significativamefii#ionesMoyano

et al., 2011) Anche altri autori hanno osservato che il differenziamento delle cellle SH
SY5Y indotto daATRA determina un rilevante cambiamento nel profilo di espressione dei
mMIiRNA, constatado un aumento dei livelli di miR93, miR199, miR192, miR145,

miR-28 e miR2 2 2 . Tra quest i-222, mnBli92amiR145cendrerdbbe mi R
essere dipendente da p53, un importante regolatore della proliferazione cglalduari et

al., 2017)

Un altro miRNA in grado di modulare la stress ossidativo &-A89& che e anche
coinvolto nella regolazione della senescenza cellu{@@megna et al.,, 20149 nella
espressione di D1, regolatore di NrfZXiong et al., 2014) Ancora controverso sembra
essere invece il suo ruolo nelle celltlenorali; infatti, se in alcune forme tumorali miR

494 sembra funzionare come orsmppressore, in altre sembra essere coinvolto nella

progressione del cancro e nel grado di maligiiigachana et al., 2018)
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Scopo della tesi



La capacita di adattamento allo stress ossidativo € crueighrantisce la sopravvivenza
cellulare in questa otticda upregolazione dHO-1 sembraavereun ruolo fondamentale
anche secon un meccanismaon ancora completamente chiaritofatti, soprattutto a
livello neuronale, dovéa sintesi del GSH é&trettamente dipendente dalla digbilita di
precursorigenerati dagli astrocitl, 6 i n d u z i-lopucegiochie unH@lo chiayeer la
capacita di degradare gruppi eme provenienti dal catabolismo proteico e di produrre
molecole con funzione protettiva.

In precedenti lavori, utilizzando linea di neuroblastoma uman&$5lY, e stato osservato
come il trattamento con acido retinoicengrase una quota controllata di RO&he
risultano essere importanti per il prgse di differenziamento stesgNitti et al., 2010)
Tuttavia, altre evidenze hanno provato che le cellule differendmiftavano essere piu
sensi bil i all o stress ossidativo indotto
(Nitti et al., 2007)

Quindi, il primo obiettivo di questo lavorce stato di analizzare la capacita di risposta
antiosidante,valutandole modificazioni della via Nrf2 dipendente in cellule esposte a
perossidali idrogeno, come tali o dopo il differenziamento.

Inoltre, abbiamo valutato la regolazione trascrizionale di-H@d operadi Nrf2, che
rappresenta il suo principale attivatore e Bachl che sembra essere prirscipale
regolatore negativoPoiché analisi bionformatiche hanno indicato Bachl come un
possibile target di mi#94 ne abbiamo valutato il coinvolgimemella modulazione della
capacita di adattamento delle cellule-SM5Y allo stress ossidativo.
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3.1Colture cellulari, differenziamento e trattamenti

Le cellule di neuroblastoma umano delle lineeS¥bY e SK-N-BE(2C) sono mantenute

in coltura in terrendRPMI 1640 (Euroclone, Milano) addizionato con siero bovino fetale
(FBS) al 10% (Euroclone), glutamnan 2mM (SigmaAldrich, Milano),
penicillina/streptomicina 1% (Sigmaldrich), anfoteicina B 1% (Euroclone), sodio
piruvato 1% (SigmaAldrich) e amminoacidi non essenziali 2% (SigAdrich). Le

cellule sonamantenutea 37°C in atmosfera umidificata costawal 95% di aria e 5% di

COy; ogni 5 giorni sono state staccate con tripstial A (SigmaAldrich) e riseminate in

rapporto 15.

Le celluleSH-SY5Y sono state differenziate nel loro terreno di crescita supplementato con
acido retinoicautto trans(ATRA) 10uM (SigmaAldrich) per 4 giorni.Per le cellule SK
N-BE(2C) il differenziamento si & protratto fino a 8 giorni.

Le cellule SHSY5Y indifferenziate e differenziate per 4ogni sono state esposéedosi

crescenti di KO, (da 100 a 500M). Alcuni campiom sono statitrattati con Bilirubina 0,5

o 1mM, tBHQ 50vM o Hemin 10uM La durata dei trattamenti era dh3 p e r | 6an:
del |l espressione di Nrf2 e Bachl su estrat
di immunoprecipitaione dellacromatina (ChIP),I6 p er debnaRNA di HGlie a
24hper | 6anal i si dlesl dsténtti prataicetdadi.i one di HO
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3.2 Vitalita cellulare

Il numero di cellule vitali & stato misurato mediante Trypan Blue exclusibedezspresso

in valorn percentuali.

Il n alcuni set di esperimenti ~ stata anche
fosfatidilserina sulla membrana tramit¢éest Annessina VFICT.

Utilizzando come supporto vetrino da 8 pozzetti (Nalge Nunc International) Sate
seminate 15 x TOcellule per pozzetto; le cellule sono state poi differenziate ATIRA

10uM per 4 giorni. Dopo essere state trattate per 24h c¢@ BHOOUM o staurosporina
10QuM, utilizzata come controllo positivo di apoptosi, le cellule setade lavate con PBS

ed incubate al buio con AnnessinaF\TC (Biovision) precedentemente dilaitl:100

nel | 6appo slinucteisdna stap oontecolotacon 3ng/ml di TePro3 iodide
(Invitrogen) per consentire la visualizzazione delle cellulentkei nuclei appaiono rossi,

solo le cellule in fase di apoptosi precoce mostrano degli spot verdi sulla membrana,
corispondenti alla presenza dosfatidilserina Le immagini sono state acquisite
utilizzando un microscopio-8hannel TCS SP2 lasecanning confocal microscope (Leica

Mycrosystems)
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3.3Silenziamento di HO-1

Le cellule indifferenziate sono state seminateiestre dab pozzettied esposte a J,

500uM per A in modo da indurre la trascrizione di HO Successivamente il mRNA di

HO-1 = stato silenziato mediante | daggiunt
specifici diretti contro H@L (siHO1, OnTargetPlus, SMART pool human heme
oxygenase 1; Dharroan, USA). Alcuni campioni sono stati trattati con un pool di
oligonucleotidi scramble (SIRNA NOT, OnTargetPlus siControl non targeting pool;
Dharmacon) per escludere la presenza di risposte cellulari aspecifiche. Gli oligonucleotidi
sono stati trasfettatutilizzando il kit PolyplusTransfection Interferin (Euroclone)

seguendo le istruzioni riportate dal produttore.
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34Estrazione dell &8 RNA totale

Léoestrazione del RNA totale ~ stata ese:
Technologies, USA). Il TROL é una soluzione di guanidifistiocianato/fenolo in grado

di inattivare completamente le nucleasi, consentendo un rapido isolamento di RNA puro e
non degradato.

La procedura prevede quattro fasi principali:

omogeneizzazione
estrazione

precipitazione

P wDbdp PR

lavaggio del RNA

Nella fase di omogeneizzazione le cellule vengono staccate, raccolte in epperndorf sterili e

| i sate mediante | 6utilizzo di una siringa
ambiente per 5 minuti in modo dartsentire la dissociazione dei complessi nucleoproteici.

Al lisato viene poi aggiunto del cloroformio in modo da generare, dopo centrifugazione,
una fae organica e una fase acqudsa.fase organica inferiore contiene le proteine, la
sottile interfase cani ene i | DNA e | a fase acqguosa sup
La fase acquosa viene prelevata, addizionata di isopropanolo e centrifugata; in questo

| 6RNA precipita formando un precipitato bi
Il precipitato viene lavato in una soluzione di etanolo al 70%, lasasioigare e risospeso

in acqua trattata con dietilpolicarbonato (DEPC) che degrada le RNAasi.

L 6 RNdosi estratto e stato successivamente quantificato mediante lettura allo
spettrofotometroa d una | ungh e zmmauna drcenttaziona ugualg @ A

corrispande ad una concentrazione dpg@mL di acido nucleico.
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3.5 Trascrizione inversa e Reazione a Catena della Polimerasi semiquantitativa (RT

PCR)

L 6 RPCR e un metodo di valutazione qualitativa che prevede latrascrizione del
campione dRNA in cDNA e la PCR con cui & possibile amplificare il segmento genico di
interesse fino a f0copie. Per la RT, 500ng di RNA totale sono stati trascritti in cDNA
medi ant e |l 6utilizzo del | denzi ma Super Sc

Technologies) & presenza di Random Hexamers Primers (Life Technologies).

Per | 6ampl i ficazione  necessaria | a pre
compl ement ari alle estremit?@ 50 e 306 del
estremit " ve@dsorli@enhtaeeno dell a sequenza d.

avvenga lungo il frammento di DNA tra loro compreso.

La PCR utilizza la ripetizione di tre fasi che avvengono a diverse temperature.

1. fase di denaturazione
2. fase diibridazione

3. fase diestensione

Durante la prima fas€é DNA stampo viene denaturato ad alte temperature9@e).

Nella fase di ibridazione i primers riconoscono e legano i filamenti stampo a cui sono
complementari ad una temperatura compresa tra i 50 e 65°C, specificgppeers

utilizzati. Durante la fase di estensione,6 enzi ma Taq DNA pol i me]
catena complementare a quella di origine partendo da ciascun primer ibridato; questa fase
avviene a 72AC, che risulta it&aseszenatieadella t er
Taq polimerasi.

(! primo ciclo di reazione sintetizza fra
l ungoo. Nei cicli successi vVvi, i filament.
ibridano con i primers in modo asmetrico rispetto al primo ciclo; di conseguenza la loro
estensione terminer?” all éaltra estremit?’
corrispondente al segmento di DNA che si vuole amplificare.

La ripetizione dei cicli di denaturazione, ibridazéoed estensione consente di ottenere
undamplificazione esponenziale dell a sequc¢
nel campione. La ripetizione di 20 cicli di PCR genera circa un milione di copie della

sequenza bersaglio.
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Per | 6 amp |licDNA diacelluleo SHSY5Y mdifferenziate e differenziate sono
stati utilizzati la PCRMaster Mix (Tag DNA polimerasi
specifici per MAP2 NeuroD] GCLM e GCLC La gliceraldeide 3osfato deidrogenasi

Invitrogen, USA) ieprimers

(GAPDH) e stata utilizzateome gene houdeeeping per normalizzare i risultati.6 anal i s i

di MAP2 e stata effettuata con lo stesso protocollo anche sulla liné&BE(2C).

| prodotti ottenuti dalla reazione di PCR sono stati separati mediante elettrotogesidi

agarosio al 2 addizionatacon bromuro di etidio. Al termine della corsa elettroforetica le

bande sono state visualizzate al transilluminatore UV e quantificate mediante analisi

densitometrica utilizzando un software specifico (GelDoc:Baal, Milano, Italia)

PrimerFor wa#3d 5 Pri mer R&Wver s
MAP2 tca gag gca atg acc tta cc | gtg gta ggc tct tgg tct tt
NeuroD1 | ccc ttc ctttga tgg acc cc | aaa tgg tga acct gg cgt gc
GCLM cca gat gtc ttg gaa tgc tgc agt caa atc tgg tgg
GCLC atg gag gtg caa tta aca gaq act gcattg cca cct ttg ca

Tabella 1.Sequenze derimers utilizzati per MAP2NeuroD1 GCLM e GCLC

3.5.1 Real Time quantitative PCR (RGPCR)
Per l 6anal i si -49d eimiR128 sueckllulé SHRYEY emSKR-BE(2C)
indifferenziate e differenziate per 4 giorni, 10 ng di RNA sono stati trascritti in cDNA
IT@wtMialniEz zAod vaiin ¢ e d
Scientific) seguendo le istruzioni riportate dal fornitore. La Realde quantitative PR
per | 6an aimiRg94, hdamiR-128, hsawR-4255p e lisa h s a

medi ant e

(RT-g PCR)

let7g5p € stata eseguita in triplicato su campioni di cDNA diluiti 1:10 utilizzando
TagMan® Advanced miRNA Assays (Thermo Fisher Scientific). | livelli di espressione
hsamiR-4255p and hsdet7g5p sono stati utilizzati come controllo endogeno. La
quantificazione e stata eseguita utilizzando il mefod®t.

Queste analisi sono state svolte presso il Dipartimento di Medicina Molecolare e

Bi otecnol ogit” deéeddr Nndoi vled sidi
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3.6 Estrazione delle proteine totali

Per ottenere un estratto proteico totale, al termine dei trattamenti, le cellule sono state
staccate, raccat e lisate in RIPA Buffer (TrisiCl 50mM, NaCl 15énM, Sodio
Deossicolato 1%, SDS 04, IgepalCA6 30 1%) a pH 7.4 e con | 06
proteasied inibitori delle fosfatasi. Icampioni sono stati sonicatienuti 20 minuti in

ghiaccio e centrifugati a 14.000g per15 minuti. Il sgor anat ant e, conten

proteico totaleé stato separato dal precipitato e le proteine sono state dosate con BCA test.

3.7 Estrazione delle proteine frazionate

Per ottenere frazioni citosoliche e nucleari, al termine del trattamento, le celhdestate
staccate, raccolte e lisate con Buffer (Hepes 1thM, EDTA sale disodico 0,1M,
MgCl,-6H,O 2mM, KCI 15mM, DTT 1mM) a pH 7.6 in presenza di inibitori delle proteasi

e delle fosfatasi. | campioni, tenuti in ghiaccio per 20 minuti, sorto adaizonati con
NONIDET 10% e lasciatin agitazionea 4°C per 15 minuti. Successivame sono stati
centrifugati a 1300 x g per 3 minuti a 4°C; il sag@anatante ottenuto rappresenta la
frazione citosolica che = st ddpauneggoinat a
Buffer A, é stato risospeso inuBer B (Hepes 1M, EDTA sale disdico 0,1M, KCI 50

mM, NaCl 300nM, glicerolo 10%, DTT 1mM) a pH 7.6 in presenza di inibitori delle
fosfatasi e delle proteasi. | campioni sono stati sonicati e lastcegitazione a 4°C tutta la
notte. Il giorno seguente, i canopi sono stati centrifugati a 13.000 xag4°C per 10
minuti. Il sovranatante ottenuto rappresenta la frazione di proteine nucleari, che sono state

successivamente dosate con test BCA.
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3.8Dosaggio delle proteine

Gli estratti proteici totali o frazionati (citosol/nuclei) sono stati dosati mediante il BCA test
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, USA) utilizzando come
standard | 6al bumina ditspeevebdbevi aot ( BSAZC
(acido bicinconinico) e del solfato di rame; in condizioni alcaline, il rame (Il) legandosi
all azoto peptidico delle proteine viene
grado di chelare un ione rameoso fade virare il colore verso il violetto intenso, can

massimo di assorbanza a 7. Lointensit?’ del l a col or

risultano essere proporzionali alla concentrazione di proteine presenti nel campione.
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3.9Western Blotting
Il Westen Blotting (WB) @ unatesi ca bi oc hi mi analisi semiguantitativas e n t

del | 6espressione di cncasaartisofaeecfasif i ca pr ot ei neé

1. Elettroforesi SDSPAGE

2. Trasferimento (blotting) dal gel ad una membrana di polivinilidenefluoruro
(PVDF) o nitrocellulosa

3. Saturazione della membrana in latte

4. Incubazione della membrana con anticorpo primario che si lega proteina di
interesse

5. Incubazione della membrana con anticorpo secondario che si lega al primario

6. Immunorivelazione

| campboni sono stati normalizzati in base al contenuto proteico, denaturati mediante
| 6aggi unt a d(TrissHG pHN6.8 1M,BGliderole ©9,5%, SDS 20%, Blu di
br omof e n-MBH7%Le%olliti 5 minuti; successivamente sono stati caricati su gel
SDSpoliacrilammide 420% (Biorad) e sottoposti a elettroforesi ad un voltaggio costante
di 200 V per 50 minuti in un tampone di corsa (Ba&se 25mM, Glicina 198M, SDS
0,1%, pH 8,5). Al temine della corsa le proteine sono state trasferite dal gel ad una
membrana di PVDF. blotting & stato effettuato a 1000\t per 50 minuti in uriampone di
trasferimento (TriBase 25mM, Glicina 192mM, Metanolo20%, SDS 5%).
Successivamente la membransta&ta incubata in una soluzione di latte in polveréalin
TBS-Tween20 (TrisBase 200mM, NaCl 1M, Tween20 0,0025%, pH 7,5). Le
glicoproteine del lattesaturano i siti di legame ancora liberi sullembranafavorendo
successivo riconoscimentella preeina di interesseDopo 3 lavaggi da 10 minuti in TBS
Tween20 la membrana € stata incubata over night a 4°Caftitorpo primario

Sono stati utilizzati:

antFHO-1 (rabbit 1:2000,0rigene, Germania), aANrf2 (rabbit 1:2000,Cell Signaling
Technology, USA), ariBachl (rabbit 1:1000,Bethyl Lah USA), antthnRNPQ (rabbit
1:1000, Santa Cruz, USA)ant-PTEN (rabbit 1:1000,Cell Signaling Technology)anti

BAX (rabbit 1:500AbCam, UK) anti PARRrabbit 1:1000Cell signalingTechnology).
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Dopo 3 lavaggi da 10 minuti in TBBween20 per eliminare | 0
primario, la membrana € stata incubata per 1h a temperatura ambiente con anticorpo
secondario (GE Helthcare) amtiouse 1:10000 o antabbit 1:10000, coniugatcon

| 6enzi ma perossi dasi

La rivelazione del complesso proteiaaticorpo primarieanticorpo secondario € stata
ottenuta per chemioluminescenza utilizzando il sistema ECL (GE Healthcare). La
perossidasi agisce ossidando il luminolo presente nella migsedlal ; guest ooul
ossidandosi, passa ad uno stato di ezimhe maggiore ed emetiaminescenza (sistema

ECL, GE Healthcare).

Successivamente, per consentire la normalizzazione dei risultati ottienatembrane

sono state incubateo la soluzione Rélot (Chemicon International, USA) per consentire

il distacco degli anticorpi legati e incubate ¢@eguenti anticorpi:

antiTubulina (mouse 1:1000,AbCam), utilizzato come marcatore debntenuto di
proteine totali,antrGAPDH (rabbit 1:10000Santa Cruy utilizzato come marcatore del
contenuto di proteine tdieo della frazione citosolicaantrLaminina B (mouse 1:10000,
AbCam) e antH2AX (rabbit 1:10000, Santa Cruajilizzati come marcatori della frazione

di proteine nucleari.

Lédanal i si caddleastie tmpressidnate dallaminescenza consente di eseguire

una valutazione semiquantitativa delle proteine in esame.
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3.10Immunoprecitazione
L66i mmunoprecipitazione (1P), ~ una teecni c
modifiche postrascrizionali di una proteinaiblegame tra due proteine ed € costituita da

4 fasi principali.

1. Incubazione del lisato proteico con aticorpo diretto contro la proteina di
interesse

2. Incubazione del campione con beads magnetiche chee gano | @ant i ¢
separazione del complesso bea@dsticorpo-proteina

3. Eluizione e denaturazione del complesso

4. Rivelazione mediante WB delle modificazioni posttrascrizionali o di

eventuali proteine legate

LecelluleSHSY5Y tr asf et tedimié&49d edresposte 8,500 juNl, sano

state lisate in Ripa Buffer ed i campioni sono stati normalizzati in base al contenuto
proteico. Circa 30Qug di proteina di ogni campione sono stati incubati con anticorpo
primario antiBachl 1mg/ml (Bethyl Labg lasciati in agitazione over night a 4°C.

Il giorno seguente&engono aggiunti 3d di beads magnetiche (Invitrogend € campioni
vengondasciati in agitazione a 4°C pehl

Il complesso beadsnticorpeBachle separato éavato 4 volte in Ripa Buffemediante

| 6ut i | i zz o.ll drécipitato esuncessivaenénte eluito con 20uL di Ripa Buffer e
80 | di Laeml i Buffer; guest 6ul t i +Hadicorpo, i n
consentendo, medi ante | 6ut i | issoBachdhticorpon ma

dalle beads. Successivamente gli inmoprecipitati e i rispettivi sagpnatanti sno stati
analizzati mediante WB. Sono stati utilizzati anticorpi primamti-Ubiquitina (mouse
1:1000,Santa Cruz), anbUMO 2/3(mouse 1:5000, AbCam) antiacetyl lysine(rabbit
1:2000,Cell Sgnaling) e gli opportuni anticorpi secondari.
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3.11Saggio di immunoprecipitazione della cromatina (ChlIP)
La ChlPconsente di valutare la capacita di legame di un fattore di trascrizione al DNA ed

e costituita da 5 fasi principali.

Crosslink delle proteine al DNA
Rottura del DNA
Immunoprecipitazione

Rottura del legame proteinaDNA
Estrazione del DNA e PCR

ok~ 0D PRE

Al termine dei trattamenti, leellule sono trattate conna soluzione di formaldeidE%o in

PBS in modo da fissare le proteine al DNBuccessivaments effettua un lavaggio in

PBS addizionat con inibitori delle protease dopo centrifugazionai risospendein
tamponddi lisi (SDS 10%, EDTA 0,25M, Tri$lCl 1M pH 8). | campioni sono stati quindi
sonicati per rompere il DNA in frammenti della lunghezza di-2000 bp. Dopo una
ulteriore centrifugaione, ai sopanatanti vieneaggiunto circa tl di tampone IP(SDS

10%, Triton X 100% EDTA 0,25M, TrisHCI 1M pH 8 NaCl 2,5M e da ciascun
campionevieneprelevata una aliquota da utilizzare come input. Alcuni campioni sono stati
quindi incubati over nigt a 4°C con anticorpanti-Nrf2 C-20 (rabbit 1:50, Santa Cruz) o
ant-Bachl G20 (goat1:50,Santa Cruz); altri, invece, sono stati incubati con IgG rabbit o
goat (Merk, Millipore) utilizzati come controllo IgG aspecifico. Il giorno seguente i
campioni sono stati indaati con leads magnetiche pehj5succesivamente, le beads sono
state eluite medi ant gSDE &08&gNaHCRIM)a | cmpiort | u t i
sono stati addizionati di NaCl 5M per poi essere incubati a 65°C over night in modo da
consentire | 06inizi o d-BNAIPeravertatrotturasconpleth dell e g ¢
legame, il giorno seguente sono stati aggiunti 10 mg/ml di proteinasi K. Per estrarre i
frammenti di DNA legati a Nrf2 o a Bachl, e stata utilizzata una soluzione di
fenolo/cloroformio/alcol isoamilico. Il DNA estratto tato quindi amplificato mediante
PCR e i prodotti ottenuti dalla reazione di PCR sono stati separati mediantealesirsd

gel al 2% di agarosio.
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Pri mer For3war dPr i mer R&wver s

Nrf2

cct gag tta cag tgt cttaa act gag tgt tct got gat

Bachl

tgc gat gtc acc atc ttt gt ggt ctg cag tgg agt ccaa

Tabella 2.Sequenze dei primers utilizzati per Nrf2 e Bachl
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3.12 Immunofluorescenza

Per valutar e Holeclule S8H5¥5Y somestate semiHale in un vetrino

da 8 pozzettiNalge Nunc International) alla densita di 4 » t@llule per pozzetto. In
alcuni pozzetti le cellule sono state trattate A3IRA 10uM per 4 giorni. Al termine del
differenziamento sia le cellule indifferenziate che le differenziate sono state esposte pe
24h a HO,500uM 0 tBHQ5 0 OM, usato come control-l.o pos
Dopo i trattamenti le cellule sono state fissate in metanol@0aC, lavate in PBS e
marcate con anticorpo afiO-1 (rabbit10mg/ml, Origene) per 1h. Dopo un lavaggio i

PBS le cellule sono state incubate per 1h con anticorpo secondaiakdnit ALEXA 633
(1:400, Life Technologies). Le immagini sono stare acquisite utilizzando un microscopio
3-channel TCS SP2 lasscanning confocal microscope (Leica Mycrosystems)
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3.13Tr asf ez i on ee spegifico delamictoRNAAM, rattamenti e analisi dei

ROS

Le cellule SHSY5Y sono state seminate piastre dab pozzettiad una densita di 70 x

10° per pozzetto in terrenstandard senza antibioticDopo 24h le cellulesono state
trasfetate in modo transiente con Xffol di un inibitore specifico di miR94
(mIRCURY LNA miR inhibitor hsamiR-494-3p, QIAGEN, Hilder, Germania) o con un
inibitore di controllo (Neg C) (mirCURY LNA miR inhibitor Contralegative Control A,
QIAGEN) utilizzando come agente trasfettante la Lipofectamina 2000 (Life Technologies)
secondo le istruzioni indate dal produttore. Dopo B6le cellule sono state trattate con

H,O, 500mM . La durata del trattamento era di
hnRNPQ e Bachl e di 2 4 h-1, pax e PARB,alaaprodduziene di d e i
ROS e la vitalita cellulare.

La vitalita cellulare e stata valutata mediante Trypan Bludusion test ed espres in

valori percentuali.

Per wvalut ar e s484 idflienzassebla capacita di adattamentddelle cellule

al trattamento con #,, sono stati anali zzat.i -1 i vel
diclorofluoresceina diatato (DCFHDA,; SigmaAldrich). Al termine dei trattamenti le

cdlule sono state trattate com®d di DCFH-DA per 30 minuti a 37°C . La DCFBA ¢ in

grado di legarsi ai ROS emettendo fluorescenza, la quale é stata analizzata mediante FACS
( At t un e E FosusioguF®ow Cytometer, Thermo Fisher Scientific) ed espressa come

unita arbitrarie di fluorescenza.
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4.111 differenziamento riduce la capacita di indurre HO-1 eincrementa la sensibilita

allo stressossidativo in cellule di neuroblastoma della linea SI$Y5Y

4.1.1 Effetti del differenziamento indotto da acido retinoico

Le cellule di neuroblastomdella linea SHSY5Y sono state trattatper 4 gioni con

ATRA 10mM per indurne il differenziamentcAl termine del trattamentde cellule

mostravanoe vi dent i

cambi

ament i

mor f ol ogillai

lunghezza dei neuriti (Fig)7ed aumentava edpressione di alcuni marcatori del

differenziamento neurogenicome MAP2 e NeuroD{Fig.9).
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43

analizzando

co

(



4.1.2 Il differenziamento aumenta la sensibilita delle cellule allo stress ossidativo

Le cellule SHSY5Y indifferenziate e differenziate per 4 giorni cRA sono state
esposte a dosi crescenti (da h®0a 500vM) di perossido di idrogeno @@,) ed e stata
valutata la vitalita cellulare mediant€rypan Blue exclusion testMentre le cellule
indifferenziate non mostravano variazioni significative della vitalita cellulare rispetto ai
controlli non trattati, le cellule differenziate andavano incontro ad una progressiva
riduzione della vitalita. Nello sp#ico, nei trattamenti con 100 e 250rM di H,0, e

stata osservata unaduzione della vitalita del 2@ rispetto ai comolli ed ala

concentrazione 500M una riduzionedel 55%. Per i successiesperimenti sono stati

valutati gli effetti del trattamentcon la dose 50fM di H,O, (Fig.9).
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Fig.9 Percentuale di cellulSH-SY5Y indifferenziate e differenziate per 4 giorni cAif RA risultate vitali al test dal

Trypan Bue dopotrattamento con D, 100mM, 250nM e 500rM per 24h.
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Inoltre, ébiamo voluto verificare se la diminuziodel numero di cellule vitali osservata
dopo il differenziamentdosse correlatacaun aumento del tasso di apoptddiediante il

test Annessina\F | T C, abbi amo edpressiore tdella fostatiditsdriea sulla
membrana delle cellule differenziatepeste a kD, 500mMM per 24 aumentava in modo
analogo a quanto osservato in celltdattate con staurosporina X0, utilizzatacome
controllo positivo di apoptosi. Al contrario, le cellule non trattate non mostravano alcuna

positivita (Fig.10).

H202

ctr staurosporin

Fig.10 La positivita delle cellule differenziate al saggio AnnessirBIVC (spot verdi) € stata valutata come indice di
apoptai precoce. |l trattamento cotasrosporind 00nMeé stato usato come controllo positivo. | nuclei sono stati contro

colorati con Tepro3 iodide. Scale bar = 2M
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4.1.3 Il differenziamento non cambia i livelli di espressione di GCLM e GCLC

Poiché il GSH rappresenta uno dei piu importanti sistemi di adattamento delle cellule alle
stress ossidativo, abbiamo valutato medi&fe® CR | 0 e s p mBNAsdi doengeni d e |
Nrf2-dipendenti GCLM e GCLC che rappresentat® due subu ni t © -glitarill a 9
cisteina sintetasicoinvolta direttamente nella sintesi del GSHnt si pud osservaré
differenziamento delle cellule SBY5Y con ATRA nonmodificai livelli di GCLM e

GCLC in risposta al trattamento con,®. Il trattamento contBHQ 50nM é stato

utilizzato come controll o positi(Mgll)ddel | 0i r

ol e

ctr BHQ  H0, ctr tBHQ H;0, ctr tBHQ  H,0, ctr BHQ H,0,
undifferentiated 4d-ATRA differentiated undifferentiated 4d-ATRA differentiated
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Fig.11 Livelli di espressione di GCLM e GCLC in cellule S}Y5Y indifferenziate e differenziate, trattgier 6hcon
H,0, 500mM o tBHQ 50mM. Analisi statistica: n=3 *p<0,05 vs CTR
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4.1.4 |l differenziamento diminuisce la ugregolazione di HOL in risposta allo stress

ossidativo.

Considerando che gli enzimi della sintesi del GSH non risultavano moditditamo
analizzato i livelli diHO-1.

L6i nduzi enreestatal valutaiaOinizialmente mediante microscopia catdode

cellule indifferenziate esposte a $D, 500MM per 24 mostravano un aumento

del | 6 espr ek slicantmagio, messundli@duzione é stata osservata nelle cellule
differenziate in seguito al trattamento cosChl I tBHQa ment a | 6 es plinessi o
entrambi i tipi cellular(Fig. 12)

ctr H20: tBHQ
Oum

. . . o
2
. . . S

Figl2L6éanal i si in microscopia confocal el imelule indfferénfiatenemu n o f |
differenziate per 4igrni conATRA ed esposte per B4a HO, 500mM o tBHQ 50mM. Scale bar 26M.
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| dati ottenuti dalla microscopi@ onf ocal e sono stat.i conf e
Blotting (WB). | livelli di HO-1 risultavano significativamente piu bassi nelle cellule
differenziate esposte a8, 500rM per 24 rispetto alle cellule indifferenziate. Anche in
guestocaso il trattameio con tBHQ56M aument ava | 6-@mentraenbis i one
tipi cellulari (Fig.13.

ctr H202 tBHQ ctr H202 tBHQ
e - HO-1

S e e SEE e sae  GAPDH

90 1
.
30+

10+

HO1/GAPDH
expression level (A U.)

*
o n.d. n.d. |l|

ctr HyO,tBHQ ctr HyO,tBHQ

undifferentiated 4dATRA differentiated

Figl3Anal i si WB d el |-1drecsliple imdéfesenziate e difttrienziat®per 4 giorni érRA in seguito al
trattamento con D, 500mM o tBHQ 50vM per 24 . Léoespressione di GAPDH = stata

della quantita totale di proteine caricate. Analisi statistica: n=3, *p<0,05Q@sihtlifferenziate
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415L 6 i n d wWiHO-4 gaeantiscda sopravvivenza delle cellule indifferenziate allo

stress ossidativo

Per determinare il ruolo di H® nella resistenza delle cellule indifferenziate allo stress
ossidativo, € sta eseguito un trattamento dh Zon HO, 500rM in modo da indurre

| 6espr essi one -ldSutcessivRMente le cellulel bno state trasfettate con
oligonucleotidi specifici per il silenziamento di HD. Loespredzistatae di
valutata dopo 24h mediante analisi WB confermando che il sil@enzento riesce a
prevenire | 61imrdposta abtrattametto comBD(Fig. 14a). A seguito del
silenziamento di HEL la vitalita cellulare diminuiva del 50% rispetto alle cellule trattate

solo con HO; (Fig.14b). Questi dati forniscono unagwa diretta di come la upegolazione

di HO-1 abbia un ruolo cruciale nella protezione delle cellule indifferenziate verso il danno

ossidativo.
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Figl4@Anal i si WB d e | I|-l6ireceliple ieddferénziate e@spakie addl BOTM per 2h e silenziate per

HO-1 . Lédbespressione di GAPDH = stata valutata come contr
percentuale di cellule vitali & stata valutata mediante Trypan Blue exclusion test. Alcuni campicstaianattati con

un siRNA scramble (siNoT) per escludere la presenza di risposte cellplacifashe. Analisi statistican=3, *p<0,05 vs

H,0,.
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4.1.6La supplementazione con bilirubina protegge la cetiudifferenziata dalla tossicita

di H,O,

Comedetto in precedenza, | a bi-1 mostialspicoade der
proprieta antiossidanti. Trattando le cellule differenziate cass® dosi di bilirubina

(0,5"M o 1nM) abbiamo osservato una p00Quesmi one
risultato, seppur in maniera indiretta, fa ipotizzare, cledle cellule differenziatal deficit

di bilirubina endogena dovuto alminore induzione di HQ siacorrelato aduna minore

protezone dal danno ossidativo (Fig)L5

1201
100
80
60

40

% of viable cells

204

4dATRA-differentiated

Fig.15 Le cellule differenziate per 4 giorni cdaT RA sono state trattate con,®, 500mM o H,O, 500mM + bilirubina
(0,5nM o 1mM). La percentuale di cellule vitali & stata valutata mediante Trypan Blue exclusion test. Analisi statistica:
n=3, §p<0,01 vs ctr, #05 vs HO,
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4. 1.7 L 6 e spoiduceiliveti di esprassidhe di Keapl
LéespresslonestdietHOamente correlata all 6a
suo principale regolatore positivBrima di analizzare Nrf2 abbiama@lutato i livelli di
Keapl nelle cellule SHSYS5Y indifferenziate edifferenziate in risposta allestress
ossi dat i vo .modirdchensalpima che #6pBo il differenziareittrattamento
con HO, 500uM per 24hdiminuisce ilivelli di espressione di Kedp Come attestoil
trattamento con tBHQ causa una riduzione dei livelli di Keapl in entrambi i tipi
cellulari(Fig.16)

undifferentiated 4d-ATRA differentiated

ctr  tBHQ H:O: ctr tBHQ HZO2

Keapl &

GAPDH

-58% -42% -67% -22%

Fig.16 Analisi dei livelli di espressione di Keapl in cellule SN5Y indifferenziate e differenziate trattate copCH
5000M o tBHQ 500M per 24h. Lbdespressione di GAPDH st

proteine caricate
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4.1.8ll differenziamento non altera la traslocazione nucleare di Nni2a ne modifica

significativamente la capacita di legame al DNA in risposta allo stress ossidativo

Léanal i si

dei

vV e

di

e sdmnte WBSU estradti

citosolici e nucleari ed e stato osservato cliletrattamento con kD, 5000M per T

favorivala traslocazione di Nrf2 dal citosol al nuclsia nelle cellule indifferenziate che
nelle cellule differenziat@ig 17)

undifferentiated
cytosol nuclei

CTR tBHQ H202 CTR +-BHQ H202

Nrf2
GAPDH

Lamin B

4dATRA-differentiated
cytosol nuclei

S S

CTR +BHQ H202

Nrf2 w- o o

Lamin B

Fig.17 Analisi WB dei livelli citosolici e nucleari di

CTR t+-BHQ H202
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CH09

Iil [

trattamento corH,O, 500 o tBHQ 501M per & .

cvtosol

Léespressione di

nuclei

GAPDH e

di

Nrf2 in cellule indifferenziate e differenziate in seguito al

Lami |

verificare la purezza ddtazionamento cellulare e come controllo interno della quantita di proteine caricate. Analisi

statistica: n=3, *p<0,05 vs ctr
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Inoltre, abbiamo voluto verificare mediante il saggio di immunoprecipitazione della
cromatina(ChlP) se alla traslocazione nucleare di Nrf2 corrispondesse un aumento del
legame alla sequenza ARE, nella regione del promotore E1 diL..H@ella cellule
indifferenziate esposte a@, & stato osservato un aumento del legame di Nrf2 al DNA del
100% rispetto al controllo; nelle cellule differenziate, invece, non state osservate differenze

significative (Fig. 18) Quindi, se da un lato non sembrano esserci differenze circa la

traslocazioe a | nucl eo di Nrf2 nei due tipi di
di fferenziate undéincapacit<1 di Nrf2 di | ec
* C3CTR
k) undifferentiated B tBHQ
Nrf2 input w400
------------------------ %3 . COH0,
oI vBMa HZo2  OTR HBHQ ooz T o *
4dATRA-differentiated %é 200
Nrf2 input eE
_ N2 input £
o (R p— L] |

CTR 1BHQ H202 CTR tBHQ H202 undifferentiated 4dATRA-differentiated

Fig.18 Analisi ChIP del legame di Nrf2 alle sequenze ARE nella regione del promotoreHE)-1. Analisi statistica:
n=3, *p<0,05 e **p<0,01 vs ctr
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4.1.9 Il differenziamentomodifica la rispostadi Bachlallo stress ossidativo

Bachl =~ un competitore di Nrf2 per | e seq
trascrizione degeni Nrf2dipendenti e su HQ in particolare.

Léanal i si WB su estratt. citosoliciOze nu
500M ha rivelato una diminuzione dell 6esp

controlli. Al contrario, nessundiminuzione & stata osservata nelle cellule differenziate
nelle stesse condizioni sperimen{#lig.19)

100+ I
—_ Cetr
undifferentiated 2 B tBHQ
cytosol nuclei —
_3® * [CH20;
HQ H202 CTR t-BHQ H202
S 92 504 *
Bach1 m o
[}
>
GAPDH | s e s ‘;.(_
) @ nd. nd. nd.
Lamin B 0
cvtosol nuclei
250 -
—_ ctr
4dATRA-differentiated 2 2004 B tBHQ
cytosol nuclei < l H,0,
CTR tBHQ H202 CTR tBHQ H202 = % 150+
Q —
Bach1 “!ﬁ 8 S 100 -
: i7]
&
GAPDH [ s s ;(.‘_ 50
@ nd. nd. nd.

cvtosol nuclei

Fig.19 Analisi WB dei livelli citosolici e nucleari di Bachl in cellule indifferenziate e differenziate in seguito al

trattamento corH,O, 500M o tBHQ 50M p e 3h. Lbespressione di GAPDH e |

verificare la purezza del frazionamento cellulare e come controllo interno della quantita di proteine caricate. Analisi
statistica: n=3, *p<0,05 vs ctr
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Questi dati soo i n l i nea <con guanto osservato da
promotore E1 di HEAL mediante ChlIP. Infatti, mentre le cellule indifferenziate esposte a
H,O, hanno mostrato una diminuzione del legame di Bachl al promotore E1 rispetto al
controllo, nessna diminuzione del legame Bachl/E1l e stata osservata nelle cellule
differenziate(Fig.20) In entrambi i tipi cellulari, il trattamento con tBHQ €& in grado di

spostare Bachl consentendo il legame di Nrf2 al promotore E1.

undifferentiated § CICTR
Bacht input g 1004 ] T mEmEtBHQ
HO-1E1 =35 754 2 10,
W<
CTR t-BHQ H202 CTR t-BHQ H202 -—o— *
O 2 501
4dATRA-differentiated L3
Bach1 input {:«): 8 5] *
m
HO-1 E1 0
CTR tBHQ H202 CTR tBHQ H202 undifferentiated  4dATRA-differentiated

Fig.20 Analisi ChIP del legame di Nrf2 alle sequenze ARE nella regione del promotore E1-Hi At@lisi statistica:
n=3, *p<0,01 vs ctr, #p<0,01 vs ctr e §p<0,05 yOKndiff.
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Il rapporto tra i livelli nucleari di Nrf2 e Bachl mostra chiaramente il depli

comportamento delle cellule indifferenziate e differenziate in risposta al trattamento con

12 - *
CJectr
° E tBHQ
2 9
@ * DH202
™ *
o
o
z N
[ 1 [ ] E

undifferentiated 4dATRA-differentiated

Fig.21 Rapporto tra i livelli nucleari di Nrf2 e Bachl in cellule indifferenziate e differenziate per 4 giordiTteA in
seguito atrattamento con $D,500nmM o tBHQ 50rvM. Analisi statistica: n=3, *p<0,05 vs ctr.
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4.2 1l micro RNA 494 favoriscel 6 i n d u HO-a in risposta allo stress ossidativo

4.2 .11l differenziamento riduce i livelli di miR494 in celluleSH-SY5Y

Il differenziamento dedl cellule SHSY5Y per 4 giorni conATRA 10mM mostrauna
significativa riduzo n e del | 0 es pr-494.sAblmame andhe analmzatl

| 6 espr es s128 cheinveté, nonmoRravacambiamenti significativi in nessuna
delle condizionisperimentali analizzate (Fig.22b). Pertanto, abbiamo continuato i nostri

esperimenti focalizzandosul miR-494.

4.2.2 |l differenziamento riduce i livelli di miRI94 anche nella linea SWN-BE(2C)

Abbiamo analizzato ancheellule diu n 6 a | t r aeurdblastomaSK-M-BE(2C) che,
tuttavia, dopo un periodo di differenziamento di 4 giorni mostravea riduzionali circa

4 volte del | 0e4894pdeasansent® mimore dspdito amguaRt@mnsso per

la linea SHSY5Y (Fig.22 a,b)ln accordo con quanto riportato in letteratg@hambaut
Guérin et al., 2000)(Yao et al., 2017)abbiamoverificato che la linea SW-BE(2C)
necessita di tempi di trattamento con ATRA piu lunghi per indurre il fenotipo neuronale.
I nfatti, [ cambi ament. mor f ol ogici sono e\
espressione di MAP2 (Fig.23 a,b)utfavia, non abbiamo osservato significative ulteriori
downregolazioni di miR494 (Fig.22b).

Anche nella linea SKN-BE(2C) non abbiamo osservato cambiamenti significativi dei

livelli di miR-128 in nessuna delle condizisperimentali analizzate (Fig.22b).

Le successive analisi sono state effettuate sulle cellule della line&YSM che

mostravano la downegolazione di miRi94 piu forte nel tempo piu breve
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Fig.22 (a) Livelli di miR-494 e miR-128 in cellule SHSY5Y e SKkN-BE(2C) diffeenziate per 4 giorni COATRA
10nmM. (b) Livelli di miR-494 e miR128 incellule SKN-BE(2C) differenzate pei6 e 8 giorni coATRA 10mM. Analisi
statistica: n=3; *p<0,05 vs undiff.
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