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PROGETTO SCIENTIFICO

I1 presente progetto per 1’Assegno ¢ parte integrante del grant IG - 2019 -
ID 23032 — PI Capranico Giovanni “Mechanistic roles of R loops and micronuclei
in the innate immune response induced by anticancer G-quadruplex binders”
finanziato dall’ Associazione Italiana per la Ricerca sul Cancro, Milano.

INTRODUZIONE

Gli R loop sono strutture a 3 filamenti di acidi nucleici, costituite da una
doppia elica ibrida DNA-RNA e un filamento singolo di DNA. Queste strutture si
formano a livello trascrizionale quando I’RNA nascente dietro la RNA polimerasi
si appaia di nuovo con il filamento stampo del DNA. Recentemente, gli R loop
sono emersi come strutture del DNA che possono causare instabilita genomica e
trasformazione neoplastica delle cellule.

Tra le strutture non-B degli acidi nucleici, 1 quartetti di guanine (G4) sono
strutture secondarie di DNA e RNA di grande interesse in quanto possono svolgere
ruoli fondamentali ma non ancora completamente caratterizzati. Inoltre, leganti
specifici dei G4 sono composti di grande interesse per lo sviluppo di nuovi farmaci
antitumorali nell’ambito della medicina personalizzata. Nel nostro laboratorio
abbiamo recentemente pubblicato dati che dimostrano come agenti che legano 1 G4
in modo specifico aumentano gli R loop e i G4 nel nucleo di cellule tumorali.
Questo aumento di R loop correla con I’induzione di danno al DNA visualizzato
come foci di H2AX e 53BP1 fosforilati (marcatori specifici del danno al DNA) e
formazione dimicronuceli (De Magis et al., PNAS 2019). 11 nostro lavoro dimostra
che 1 leganti i G4 possano stabilizzare in maniera indiretta anche gli R loop,
legando un G4 sul filamento opposto rispetto alla doppia elica ibrida DNA:RNA.
Ci0d puo avere conseguenze inibitorie della trascrizione e della replicazione, da una
parte, e produrre rotture doppie del DNA, dall’altra. Inoltre, ipotizziamo che
specifici fattori di riparazione del danno al DNA (per esempio, BRCA1) possano
modulare la formazione di R loop.

Pertanto, lo scopo del presente progetto ¢ la definizione del meccanismo
della formazione dei micronuclei a partire dal danno al DNA indotto da leganti
specifici dei G4.

FASE SPERIMENTALE

La formazione di R loop sara studiata in cellule tumorali con
immunofluorescenza (IF) utilizzando un anticorpo specifico contro gli ibridi DNA-
RNA, disponibile nel nostro laboratorio. Linee cellulari stabili overesprimenti
I’RNAse HI, capace di degradare specificamente 1’ibrido DNA:RNA, saranno
utilizzate come controllo negativo delle varie condizioni sperimentali. Si
studieranno in questo modo diverse linee cellulari umane, silenziate o meno per i



fattori BRCA1 ¢ BRCA2 mediante siRNA. Quindi, si determineranno le mappe
genomiche di R loop tramite la metodica DRIP (correntemente utilizzata in
laboratorio per altri progetti) e i risultati genomici cosi ottenuti saranno validati a
livello di singolo locus con DRIP-qrtPCR in presenza e assenza di agenti che
legano i G4. I dati genomici verranno inoltre incrociati con database di sequenze
formanti 1 G4 presenti in letteratura, per validare la co-localizzazione delle
strutture secondarie in questione. Un’analisi parallela sara anche condotta in
presenza di inibitori della trascrizione o della replicazione, per valutare il
coinvolgimento dei suddetti meccanismi nell’effetto osservato. L’associazione tra
R loop alterati e rotture doppie del DNA sara studiata sia tramite IF che tramite
ChiP contro I’istone H2AX fosforilato e la proteina 53BP1 fosforilata. Inoltre, si
determineranno 1 siti genomici di rotture del DNA tramite NGS e metodiche di
purificazione delle rotture del DNA genome-wide. Le mappe di R loop e di danno
al DNA saranno quindi analizzate con metodiche bioinformatiche anche in
relazione a funzioni specifiche delle regioni genomiche implicate.

RISULTATI ATTESI

Al termine del progetto, avremo delle mappe genomiche di R loop in
cellule tumorali umane esposte a specifici ligandi i G4 dopo diversi tempi di
trattamento. Avremo stabilito il meccanismo di modulazione degli R loop da parte
di questi composti e di fattori della riparazione del danno al DNA. I risultati
avranno dunque delle implicazioni a livello di instabilita genomica/vitalita
cellulare prodotte da ligandi i G4 utili per lo sviluppo di farmaci a partire da
ligandi 1 G4.
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PIANO di ATTIVITA’ e FORMAZIONE

Formazione di un ricercatore per analisi genomiche e di instabilita del genoma.

Nell’ambito del progetto di ricerca, I’assegnista acquisira:

- Capacita di disegnare, eseguire e interpretare i risultati di esperimenti di
correlazione tra osservazioni e analisi di biologia cellulare (cell imaging) e
dati genomici di DRIP-seq e ChIP-seq

- Capacita di usare il Cell Sorter di recente acquisizione da parte del
Dipartimento.

- Capacita di tutoraggio di studenti in tesi di laurea magistrale e dottorandi.

La formazione teorica sara basata su:

A) studio intenso della letteratura scientifica pertinente;

B) interazioni con bioinformatici del gruppo di ricerca;

O) esposizione e discussione di articoli scientifici con tutti i membri del
gruppo di ricerca;

D) presentazione e discussione dei risultati ottenuti agli membri del gruppo di
ricerca.

E) partecipazione a congressi nazionali e/o internazionali pertinenti.

I seminari interni (punti C e D) avranno cadenza settimanale.

Al termine del periodo di assegno il ricercatore sapra in piena autonomia affrontare
ricerche di Genomica funzionale e Biologia cellulare per il raggiungimento di
specifici obbiettivi scientifici.



