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	TITOLO DEL PROGETTO

	Generazione e caratterizzazione di modelli cellulari tumorali di linee ovariche knock-out per il complesso I mitocondriale

	DESCRIZIONE DEL PROGETTO 

	I mitocondri hanno un ruolo centrale nel metabolismo del cancro essendo coinvolti nei principali meccanismi cellulari. Durante la progressione tumorale si susseguono continue regolazioni geniche, alcune delle quali dipendono direttamente da una catena mitocondriale funzionante, in particolare dal complesso I (CI). È stato dimostarto che l’assenza di funzionalità del CI dovuta al suo completo disassemblaggio rallenta il ciclo di Krebs, porta all'accumulo di NADH e α-ketoglutarato (KG), causando la destabilizzazione del fattore ipossia-inducibile 1-α (HIF1α). Quest'ultimo evento non permette alle cellule tumorali di adattarsi all'ipossia, confinandole in uno stato di bassa proliferatività. Tuttavia, nonostante la riduzione del loro potenziale tumorigenico le cellule tumorali CI-nulle sono in grado di sopravvivere in vivo e di riadattarsi nel tempo ristrutturando il loro microambiente, in modo da promuovere una vasculogenesi mediata dai macrofagi associati al tumore. In particolare, i tumori CI-nulli innescano meccanismi adattativi come l'attrazione dei macrofagi M2, i quali mostrano caratteristiche pro-tumorigeniche e sono associati alla diminuzione dell'espressione del fattore inibitorio migratorio dei macrofagi (MIF). Le cellule CI-nulle hanno mostrato, inoltre, una chiara riprogrammazione metabolica verso il catabolismo del glucosio e la carbossilazione riduttiva della glutammina, per garantire una produzione di energia rapida e sufficiente, così da sostenere le attività biosintetiche necessarie alla sopravvivenza e per produrre e secernere lattato/H+, in modo da favorire l'acidificazione del microambiente tumorale e supportare l'invasione e le metastasi attraverso l'attivazione stromale. In questo contesto, il lattato favorisce la produzione di VEGF sia da parte dei macrofagi, sia da parte dei fibroblasti associati al cancro, oltre che dalle cellule endoteliali. Inoltre, l’uso di un modello cellulare di cancro CI-nullo, in grado di esprimere una forma non degradabile e costitutivamente attiva della proteina HIF1α è in grado di ricostituire il potenziale tumorale de modello CI-nullo, indicando HIF1 come un fattore critico nel riadattamento metabolico, in grado di favorire la progressione tumorale. 

Obiettivi
Al fine di dimostrare la generalità di tale meccanismo, oltre che su modelli di cancro derivati da osteosarcoma e colon, lo studio sarà esteso a modelli cellulari tumorali di linee ovariche. In particolare durante quest’anno l’assegnista si occuperà dello studio e della caratterizzazione delle linee CAOV3, OVSAHO, e OVCAR4, rese CI-nulle.

Metodologia La perdita di funzione del CI verrà indotta mediante lo spegnimento del gene NDUFS3 utilizzando la tecnica di gene-editing zinc finger nuclease (ZFN), che permette l’ablazione dell’allele rimanente di NDUFS3. L’efficienza del knockout di NDUFS3 sarà analizzata tramite una reazione di fluorescent-PCR, specifica per il gene di interesse, seguita da sequenziamento Sanger, così da valutare se il danno indotto è permanente oppure se è stato corretto dai meccanismi di riparo della cellula. In tal modo saranno selezionati sia i modelli knock-out per NDUFS3, che i revertanti wild-type, in modo da avere sia il modello cellulare CI-nullo che il relativo controllo. I modelli cellulari verranno isolati tramite diluizioni clonali.

Successivamente sarà valutata la capacità dei cloni di assemblare il CI e l’attività del CI stesso. Inoltre, i modelli di cancro ovarico CI-nulli saranno analizzati per stabilire la loro capacità di stabilizzare il fattore di adattamento all’ipossia HIF-1(, il loro potenziale tumorigenico e la crescita in vivo. In particolare, l’attività e l’assemblaggio del CI saranno valutati utilizzando analisi spettrofotometriche, 
2D Native-PAGE, in-gel-activity e western blot. I livelli di NAD+ e NADH saranno misurati nei lisati cellulari totali tramite HPLC e i livelli dei metaboliti del ciclo degli acidi tricarbossilici saranno ottenuti tramite gas-cromatografia e spettrometria di massa. I livelli di HIF1( saranno analizzati tramite western blot. 

Inoltre, verrà effettuata la reintroduzione del gene NDUFS3 in un vettore inducibile Tet-Off, un sistema composto da due vettori retrovirali:

1.
pRetroX-Tet-OffAdvanced che esprime il transattivatore tTA-Advanced, una proteina che si lega in trans a monte del gene di interesse, sul sito operatore tet (tetO), la cui funzione è quella di transattivare l’espressione del gene di interesse; 

2.
pRetroX-Tight-Pur, in cui è stato clonato il gene di interesse NDUFS3. 

Nel Tet-Off Advanced System l’ espressione del gene di interesse è spenta (stato OFF) in presenza di basse concentrazioni di Dox (Doxyciclina), un analogo della tetraciclina che lega e inibisce l’azione del transattivatore tTA-Advanced. Al contrario, quando la Dox viene rimossa dal terreno di coltura, tTA-Advanced attiva l’espressione del gene NDUFS3, costitutivamente. 

La selezione e il mantenimento di entrambi i geni all’interno della cellula è garantita da due marker di selezione specifici presenti nel costrutto che verrà integrato nel genoma cellulare: rispettivamente il gene NeoR, che conferisce la resistenza all’antibiotico G418 e il gene PurR che esprime la resistenza all’antibiotico puromicina.

Risultati attesi Questo lavoro consentirà di confermare e generalizzare i dati ottenuti in precedenza per altri modelli tumorali, confermando il ruolo del CI come determinante del potenziale tumorigenico.

	DESCRIZIONE DELLE ATTIVITÀ DELL’ASSEGNISTA

	Il presente progetto richiederà l’utilizzo di competenze in biologia molecolare e cellulare, per lo svolgimento delle principali attività previste, di seguito elencate:
1) Creazione del modello con l’espressione KO ed inducibile del gene NDUFS3
Questo modello sarà creato partendo dalle linee di carcinoma ovarico seguendo il protocollo del sistema Tet-off per l’espressione inducibile. Prima sarà creato il clone con l’espressione stabile del transattivatore tTA di cui funzione dipende dalla presenza/assenza di doxiciclina. Lo screening basato sull’espressione della luciferasi sarà effettuato per identificare il clone con bassa attivazione aspecifica (in presenza di doxiciclina) e alta espressione indotta (in mancanza di doxiciclina). Una volta ottenuto, questo clone sarà trasdotto con il vettore contenente NDUFS3, di cui l’espressione è regolata dal transattivatore tTA. In questo modo, tramite trattamento con doxiciclina, sarà possibile indurre lo spegnimento del gene NDUFS3 e la perdita della funzione del CI. (Mese 1-4)

2) Caratterizzazione del modello 

Sono previste le seguenti analisi di caratterizzazione, in presenza e assenza della doxiciclina:

L’attività e l’assemblaggio del CI saranno valutate utilizzando analisi spettrofotometriche, 2D Native-PAGE, in-gel-activity e western blot. Il potenziale tumorigenico del modello sarà valutato in vitro tramite saggi clonogenici e crescita ancoraggio indipendente e, in vivo, utilizzando topi immunodeficienti. (Mese 5-10)

Al fine di comprendere come la riespressione del complesso I in modelli deficitari regoli la risposta all’ipossia, il candidato si occuperà di ottimizzare la crescita in camera ipossica dei cloni generati a confronto con quelli knockout. Valuterà quindi l’espressione e la stabilizzazione del fattore indotto dall’ipossia (HIF1a) e l’espressione dei geni da esso regolati sia positivamente che negativamente (es. VEGFA, LDHA, GLUT1). (mese 10-12)
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