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RIASSUNTO

Nell’uomo, il gene BRCAI1 codifica per una proteina facente parte di un complesso
multiproteico implicato nella riparazione del DNA.

Tali pathway di riparazione si ritrovano nell'organismo modello Saccharomyces cerevisae e
questo rende il lievito un ottimo candidato per questo tipo di studi. Poiche¢, il lievito non ha
I'omologo umano di BRCAI, l'espressione viene mediata attraverso un vettore plasmidico
tramite crescita in terreno contenente 1’induttore specifico che in questo caso ¢ il galattosio.
Studi precedenti effettuati dal gruppo dove ho svolto la tesi, hanno dimostrato che, in lievito,
l'espressione di varianti missenso di BRCAI1 associate a tumore causano un aumento della
ricombinazione e che I’espressione di BRCA1 wild type determina un difetto nella crescita.
Lo scopo di questo studio ¢ determinare se questi pathway specifici di riparazione possano
influenzare la ricombinazione e mutazione genica e che quindi potrebbero avere un ruolo
nella tumorigenesi dovuta a BRCA1. In particolare, i geni omologhi a quelli di lievito che
influenzano il fenotipo indotto dalle varianti BRCAI, potrebbero avere un ruolo nella
tumorigenesi come “modificatori” del rischio in pazienti che portano queste varianti.

I ceppi aploidi di Saccharomyces cerevisiae difettivi per 1 suddetti pathway di riparazione
presi in esame sono: RSY6rad5i4 difettivo nella riparazione per ricombinazione omologa e
RSY6rad504 e RSY6mrellA difettivi nella riparazione per ricombinazione omologa e non.
Poiché ¢ noto che il mismatch repair influenza la ricombinazione in lievito, abbiamo costruito
per gene targeting un nuovo ceppo difettivo per il mismatch repair chiamato RSY6msh6A per
poter determinare anche 1’effetto di questo gene sul fenotipo indotto da BRCA1. Questi ceppi
sono stati trasformati con plasmidi contenenti BRCA1 wt o le varianti BRCA1 scelte secondo
la loro classificazione. Prima di determinare 1’effetto di BRCA1 in questi ceppi, abbiamo
determinato il livello della proteina BRCA1 wild type o mutata in tutti i ceppi utilizzati. I
risultati di Western blot mostrano che sia la proteina wt che le varianti scelte vengono
espresse in tutti ceppi di lievito. Questo risultato ¢ considerato molto importante, quando si
vuole validare un saggio funzionale.

Poiché i ceppi derivati da RSY6 contengono un sistema di ricombinazione intracromosomica
che permette di misurare la frequenza di tale evento direttamente in piastra, abbiamo
determinato se 1’espressione di BRCA1 wt e delle varianti influenzasse la ricombinazione.
Dai risultati ottenuti sembra che questi pathway non influiscano in modo significativo nel

processo di ricombinazione genica nel ceppo aploide, eccetto che nel ceppo RSY6rad504
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dove D’espressione di alcune varianti diminuisce della frequenza di ricombinazione. Al
contrario, in tutti i ceppi studiati/dlcune varianti sembrano determinare un aumento della
mutazione. In particolare, nel ceppo RSY6rad504 dove tutte le varianti inducono un forte
aumento della frequenza di mutazione indicando che questo pathway ha una forte relazione
con BRCATI e quindi puo essere un forte modficatore del rischio in pazienti che portano
mutazione sul gene BRCAI. L’espressione di BRCA1 wt inibisce la crescita in lievito.
Poiché, il ruolo dei pathway della riparazione del DNA su questo fenotipo non ¢
completamente chiaro, abbiamo determinato se D’effetto sulla crescita determinato
dall’espressione di varianti BRCA1 associate a tumore possa essere in qualche modo
modulato da questi pathway che, come ampiamente riportato, influenzano la sopravvivenza e
la crescita cellulare. I dati ottenuti mostrano chiaramente che le diverse varianti inducono
diversi livelli di inibizione della crescita nei vari ceppi deleti, indicando quindi che questi
pathway modulano 1'effetto inibitorio indotto da BRCAI.

Ancora una volta, si dimostra con questa tesi che il lievito Saccharomyces cerevisiae pud
essere un sistema genetico importante per determinare quali interazioni sono rilevanti per la

tumorigenesi dovuta a mutazioni del gene BRCAI.



ABSTRACT

In humans, the BRCA1 gene encodes for a protein part of a multiprotein complex involved in
DNA repair.

These repair pathways can be found in the organism model Saccharomyces cerevisiae and this
makes yeast a great candidate for this kind of studies. Since, the yeast has not the human
homolog of BRCAI, the expression is mediated through a plasmid vector by growth in
medium containing the specific inducer which in this case is the galactose.

Previous studies by the group where I done the thesis, have shown that, in yeast, the
expression of missense variants of BRCA1 associated with tumor cause an increase of
recombination and that the expression of wild type BRCA1 causes a defect in the growth.

The purpose of this study is to determine if these specific repair pathway may affect the
recombination and gene mutation, and therefore may have a role in tumorigenesis due to
BRCAL. In particular, genes homologous to those of yeast that affect the phenotype induced
by BRCAI1 variants, may have a role in tumorigenesis as "modifiers" of the risk in patients
who carry these variants.

The haploid strains of Saccharomyces cerevisiae defective for the previous repair pathways
examined are: RSY6rad51A defective in the repair by homologous recombination and
RSY6rad50A and RSY6mrellA defective in the repair by homologous recombination and not.
Since it is known that the mismatch repair influence recombination in yeast, we made a new
strain thought gene targeting defective for the mismatch repair called RSY6msh6A in order to
determine the effect of this gene on the phenotype induced by BRCAI.

These strains were transformed with plasmids containing wt BRCA1 or BRCAI variants
choices according to their classification. Before determining the effect of BRCAL1 in these
strains, we determined the level of BRCA1 wild type or mutated in all strains used. The
results of Western blot analysis show that both the wt protein that variants are expressed in all
yeast strains. This is a main result in order to validate a functional assay.

Since the strains derived from RSY6 contain an intrachromosomal recombination system that
allows measurement of the frequency of this event directly on plate we determined whether
the expression of BRCA1 wt and variants influenced the recombination. By the results
obtained it seems that these pathways do not affect significantly the process of gene
recombination in the haploid strain, except that in the strain RSY6rad5S0A where the

expression of some variants decreases the recombination’s frequency.
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In contrast, on all strains studied some variants seem to determine a mutation increases. In
particular, the strain RSY6rad50A where all variants induce a strong increase in mutation’s
frequency indicating that this pathway has a strong relationship with BRCA1 and therefore
can be a strong risk modifier in patients carrying the BRCA1 gene mutation.

BRCA1 expression inhibits growth in yeast. Since, the role of DNA repair pathways on this
phenotype is not completely clear, we determined if the effect on growth determined by the
expression of BRCA1 variants associated with cancer can be somewhat modulated by these
pathways which, as widely reported influence the survival and cell growth.

The data obtained clearly show that the different variants induce different levels of growth’s
inhibition in the various deleted strains, indicating that these pathways modulate the
inhibitory effect induced by BRCA1.

Once more this work proves that yeast Saccharomyces cerevisiae can be an important genetic
system to determine which interactions are relevant for tumorigenesis caused by mutations in

the BRCA1 gene.



CAPITOLO 1: Introduzione

1.1 GENETICA DEL TUMORE AL SENO

Il tumore al seno ¢ il cancro pit comune nonché il secondo principale responsabile di
mortalita nelle donne (Parkin et al., 2005). La storia familiare ¢ il maggiore fattore di rischio
indicando che 1 fattori genetici sono molto importanti nello sviluppo della malattia (Antoniou
and Easton., 2006).

Studi di associazione genetica (linkage) svolti dal 1990 hanno identificato BRCA1 ¢ BRCA2
come due maggiori geni di suscettibilita nel tumore al seno.

La funzione principale svolta dalle proteine codificate da questi geni ¢ quella di riparare le
rotture del DNA a doppio filamento (DNA-double strand breaks), quindi l'insorgenza della
patologia potrebbe essere associata ad una deficienza in questi pathway di riparazione ed un
conseguente accumulo di danni al DNA.

Mutazioni germinali a carico di questi geni occorrono raramente ma conferiscono un alto
rischio di insorgenza della patologia se presenti.

Negli anni successivi sono stati trovati altri geni collegati all'insorgenza del tumore come
TP53 e PTEN, oltre che altri geni implicati nella riparazione del DNA come CHEK2, ATM,
BRIP e PALB2 (Lalloo Evans, 2012) (Poumpouridou and Kroupis., 2011).

Solo il 25% dei casi di tumore vengono associati a mutazioni in questi geni, pertanto la
maggior parte dei casi deve essere legata ad una combinazione di multipli alleli di
suscettibilitd, ognuno dei quali, preso singolarmente, conferisce una piccola percentuale di
rischio.

Questo modello definito poligenico spiega, quindi, la suscettibilita genetica al tumore al seno
in termini di rischio come una combinazione di molte varianti a bassa penetranza (Fanale et
al., 2012).

Quando parliamo di varianti di BRCA1 facciamo riferimento a varianti alleliche del gene
brcal, dove un cambiamento a livello genomico, in una posizione specifica della sequenza di
DNA del gene, causa il cambiamento di un amminoacido sulla proteina con un amminoacido
diverso.

In questo senso si distinguono le varianti con quelle che sono mutazioni non senso o
frameshift, dove nel primo caso la mutazione a livello genomico causa la sostituzione di un

codone per un amminoacido con un codone di STOP e quindi abbiamo la produzione di una
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proteina tronca e spesso non funzionale e nel secondo caso abbiamo l'inserzione di una base
che cambia la cornice di lettura di tutta la sequenza con la conseguente produzione di una
proteina profondamente mutata.

Una variante missenso determina la produzione di una proteina BRCAI1 della stessa
dimensione e peso molecolare della wt, ma con un singolo amminoacido diverso dalla WT e
che puo quindi avere una funzionalita modificata e predisporre cosi all'insorgenza di diverse

patologie.

1.2 RIPARAZIONE PER RICOMBINAZIONE OMOLOGA DELLE ROTTURE A
DOPPIO FILAMENTO DEL DNA

Una rottura al DNA a doppio filamento (DNA double strand break, DSB) ¢ una lesione
estremamente tossica per la cellula che pud generare riarraggiamenti genetici o addirittura
morte cellulare se non viene riparata.

Questa lesione puo essere causata da stress esogeni come radiazioni ionizzanti o da cause
endogene come stress ossidativo o problemi durante la replicazione, infatti ¢ stato
ampiamente dimostrato che un arresto prolungato della forca replicativa causa un accumulo di
DSBs (Petermann et al., 2010).

I DSBs possono perd anche essere sfruttati dalla cellula stessa per indurre diversita genetica,
in questo caso la rottura ¢ modulata da enzimi cellulari, ma i meccanismi di riparazione sono
gli stessi di quelli utilizzati nel caso di rottura indotta da stress.

Esistono diversi meccanismi di riparazione (Richardson et al., 2000; Pierce et al., 2001) e la
scelta, essenziale per mantenere la stabilitd genomica, viene fatta in relazione alla fase del

ciclo cellulare.

La ricombinazione omologa ¢ il meccanismo di riparazione dei double strand breaks
maggiormente accurato poiche questo processo sfrutta il cromatidio fratello come templato
per riparare la rottura.

Dal momento che il cromatidio fratello ¢ presente solo nelle fasi G2 e S del ciclo cellulare,
questo processo puo avvenire solo se la cellula si trova in una di queste due fasi.

Quando una lesione del genere viene segnalata dalla cellula, si ferma il ciclo cellulare e si
attivano 1 processi di riparazione. La proteina BRCA1 svolge un ruolo di coordinazione per

indirizzare le diverse proteine coinvolte nel pathway a livello del sito dove devono svolgere la



loro funzione (Roy et al., 2011).

Il processo di riparazione delle rotture a doppio filamento per ricombinazione omologa ¢
schematizzato in figura 1. Una delle prime fasi consiste nel veicolare il complesso MRN
(MRE11/RAD50/NBS2), nell’uomo, a livello del danno. Quindi il danno al DNA viene
“processato” dal complesso MRN che trasforma la rottura in “gap” mediante un processo di
degradazione. Il complesso MRN a sua volta recluta le proteine necessarie all'arresto del ciclo
cellulare e determina quindi la formazione di due filamenti di DNA a singolo filamento
(ssDNA).

Inizialmente il ssDNA viene legato da RPA probabilmente al fine di evitare la formazione di
strutture secondarie, in seguito RPA viene scalzato dalla ricombinasi RADSI.

Dopo che si ¢ legato RADS51 viene promossa un' invasione del cromatidio fratello con
formazione di un D-loop, se anche 1'altra estremita della rottura viene legata dal D-loop si ha
la formazione di una struttura particolare detta giunzione di Holliday. In questa fase entrano in
gioco altre proteine come si vede dalla figura 1; la proteina RADS54 che ha un attivita elicasica
e quindi permette 1’apertura della doppia elica del DNA (Golub et al., 1997), e altre proteine
dette “paraloghi” di RADS51 che interagiscono con la ricombinasi Rad51 e ne regolano
I’attivita. L’azione concertata di RADS1, di RAD54 e delle altre proteine stabilizzano il D-
loop (Golub et al., 1997). La formazione della giunzione di Holliday permette la sintesi del
DNA nella posizione dove inizialmente si era formata la lesione utilizzando il cromatidio
fratello come templato. Infine, la giunzione di Holliday viene risolta da proteine
topoisomerasi come BLM topoisomerasi Illa (Pardo et al., 2009). A seconda di come viene
risolta la giunzione di Holliday, si pud avere un evento di crossing-over oppure solo di
conversione genica se a livello della rottura iniziale fosse stato presente un marcatore
genetico.

La proteina RADS51 viene coadiuvata nella sua funzione anche da RADS52; infatti anche
questa proteina ¢ in grado di legare i filamenti ssSDNA e media l'interazione DNA-DNA

necessaria per l'annealing allo strand complementare (Kitao and Yuan., 2002).

In lievito Saccharomyces cerevisiae non ¢ presente BRCA1 ed il complesso MRN ¢ detto

MRX in quanto ¢ presente la proteina XRS2 omologa di NBS2 umana.
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Figura 1: Pathway della ricombinazione omologa, i nomi delle proteine

coinvolte e con i due possibili prodotti finali.
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1.2.1 IL GENE BRCA1
Il gene BRCAI ¢ situato sul cromosoma 17 e codifica per una proteina di circa 1812

amminoacidi (220kDa), chiamata “Breast cancer type 1 susceptibility protein”.

a BRCA1 aa 200-300 aa 1,646-1,859
NLS MNLS BRCT domains

aa 8-96 aa 452-1,079 aa 1,280-1,524 ~110 aa
each

/ — /,-f——m,\
¢ FIING fnger\\ D D @ DNA t:nndlng D ( scD | U U 1,863 aa
e e

® [ [
CHK2 3
RB}M SR (p300)
BACH1

I B3 | HDAC1/HDAC2
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Figura 2: Proteina BRCA1 WT con i diversi domini funzionali e le sue interazioni.

La proteina completa puo essere suddivisa in diversi domini:

I primi 150 amminoacidi formano una regione conservata evolutivamente, ovvero un
RING domain. Questo dominio ¢ essenziale affinch¢ BRCA1 possa dimerizzare con BARD1
(BRCAI- associated RING domain protein 1), questo stabilizza BRCA1 stesso e permette
l'interazione con l'ubiquitina ligasi E3. Grazie a questo legame l'ubiquitina ligasi E3 pud
svolgere la sua funziona ubiquitinando le proteine ed indirizzandole verso il pathway della
degradazione (Roy et al., 2012).

Mutazioni a livello di questa regione (es. la variante patogenetica C61G), studiate in topo,
causano mortalitd embrionale.

Circa la meta della sequenza della proteina ¢ codificata da un singolo esone (esone
11), questa regione viene fosforilata dalla proteina ATM (ataxia talengiectasia mutated)
chinasi e dalla CHK2 (Checkpoint kinase 2). Questa fosforilazione ¢ necessaria affinche p53
venga fosforilato a sua volta. Quest ultima fosforilazione induce la trascrizione di CDK
(cyclin dependent kinase) che puo cosi svolgere la sua funzione di attivatore del checkpoint
della fase G1/S del ciclo cellulare (Siciliano et al., 1997).

Delezioni in questa regione determinano instabilitd genomica e ridotta efficienza della
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ricombinazione omologa, ma viene generata comunque una proteina in grado di localizzarsi a
livello delle rotture a doppio filamento del DNA. Mutazioni in questo dominio causano
letalita prenatale nei topi, mentre la delezione totale BRCA1 causa morte embrionale (in
utero).

Dopo la regione codificata dall'esone 11 troviamo un dominio coiloed-coil (CCD)
necessario per l'interazione con PalB2 (Partner and localizer of BRCAZ2). Palb2 ¢ richiesto per
il processo di ricombinazione omologa di BRCA2 e di BRCAI, infatti sembra essere
implicato nel reclutamento di RADS51 a livello dei siti danneggiati del DNA.

Mutazioni in questa regione sono state trovate in tumori al pancreas, prostata, seno ed ovaie
(Erkko et al., 2007).

La parte terminale della proteina ¢ caratterizata dalle ripetizioni BRCT; questi motivi
riconoscono dei residui di fosfoserina su diretti partners di BRCA1 (Abraxas, BACH1/BRIP1,
CtIP) e sono richiesti per la localizzazione del complesso a livello dei siti del DNA
danneggiati.

L'associazione in vivo con CtIP sembra essere essenziale affinch¢ BRCA1 possa interagire
con il complesso MRN (MRE11/RADS50/NBS1) implicato nel riconoscimento delle rotture a
doppio filamento (Wang et al., 2012).

Il legame con Abraxas ¢ invece implicato nell'attivazione del checkpoint G2/M in caso di
danni al DNA, ad esempio, in seguito a radiazioni ionizzanti (Wang et al., 2007).

Delezioni a livello di questa regione danno origine a topi vitali, ma maggiormente predisposti

all'insorgenza di cancro (Shakya et al., 2011).

1.2.2 IL GENE MRE11

Poiché in questa tesi abbiamo determinato se alcuni geni della riparazione delle rotture a
doppio filamento del DNA potessero influenzare 1’effetto dell’espresione di BRCA1 in
lievito, di seguito ho riportato una descrizione dei geni che abbiamo preso in considerazione.
Il gene MRE1I (Meitoic Recombination), localizzato sul cromosoma 11 nell’'uomo, codifica
per una proteina che ha un ruolo fondamentale nei processi di ricombinazione omologa,
riparazione dei double strand breaks e mantenimento dei telomeri (Petrini et al., 1995).

Questa proteina di 708 amminoacidi si associa nella cellula con RADS0 e NBS1 formando il

complesso MRN, in grado di riconoscere le rotture del DNA a doppio filamento.
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Grazie alla sua attivita nucleasica, inizia il processo di riparazione digerendo il DNA a livello
della rottura dall'estremita 3'.

Mutazioni a carico di questo gene sono state associate a situazioni patologiche, in particolare
una sua sovraespressione incrementa il rischio di insorgenza di tumore al seno (Yuan et al.,
2012).

La sua sovraespressione in linee cellulari di tumore al seno determina anche una maggiore
radioresistenza grazie ad un incremento dei processi di riparazione del DNA ed una inibizione
dell'apoptosi (Yuan et al., 2012).

E' stata anche dimostrata l'esistenza di due mutazioni germinali a carico di questo gene
associate ad una ridotta efficienza del complesso MRN.

L'effetto di tali mutazioni rendono il gene mrel/l un valido candidato come gene di
suscettibilita al tumore al seno in famiglie non mutate nei geni BRCA1/2 (Bartkova et al.,

2008).

1.2.3 IL GENE RADS50

Il gene Rad50, localizzato sul cromosoma 5, codifica per una proteina anch’essa
componente del complesso MRN.
Nello specifico la proteina RADS50 fornisce un controllo ATP dipendente a MREI11 svolgendo
e/o riposizionando il DNA nel sito attivo di MRE11 (Trujillo et al., 1998).
Difetti in questo gene sono stati associati all'insorgenza della “Nijmegen breakage syndrome”
caratterizzata da instabilita cromosomica, microcefalia e ritardo nella crescita (Waltes at al.,
2009).
Diversamente dagli altri geni studiati in questo lavoro, mutazioni a carico di rad50 sembrano
non essere associate con un incremento del rischio di tumore al seno BRCA1/2 dipendenti (He

etal., 2012).

1.2.4 IL GENE RAD51

Il gene rad51, localizzato sul cromosoma 15 in uomo, codifica per una proteina ricombinasi
di 339 amminoacidi, che legandosi ad altre proteine della stessa famiglia forma un
eterodimero in grado di legare il DNA (Galkin et al., 2006) I'omologo nei batteri ¢ la proteina

recA.

14



Il meccanismo con cui si forma il filamento non ¢ ancora molto chiaro; sembra pero che il
filamento ssDNA rad51 raggiuga la lunghezza di circa 2um (Hilario et al., 2009), e, una volta
formatosi, contribuisca alla riparazione per ricombinazione omologa determinando 1'invasione
del cromatidio fratello dove ¢ presente la lesione.

Per iniziare poi la fase finale della ricombinazione omologa ¢ necessario che 1'elicasi BACHI
spiazzi RADS51 dal filamento di DNA (Cantor and Andreassen., 2006).

BRCAI sembra interagire indirettamente sulla funzione di RADS51 in quanto mantiene sotto
controllo l'attivita elicasica di BACH1 in modo da prevenire un disclocamento prematuro di
RADSI.

La formazione e disassemblamento del filamento sembra sia anche regolato dalla proteina con
attivita elicasica SRS2, in particolare l'interazione di SRS2 con RADS51 causa un
disassemblamento del filamento dal ssDNA causando cosi un'inibizione della riparazione dei
danni al DNA tramite ricombinazione omologa (Karpenshif and Bernstein., 2012).

Sono stati effettuati studi su varianti alleliche del gene RADSI1 ed ¢ stato osservato che
esistono alcuni polimorfismi presenti piu frequentemente in pazienti affetti da tumore al seno,
suggerendo che la varialita allelica di questo gene possa giocare un ruolo nell'insorgenza della
malattia (Sassi et al., 2013).

Sembra pero che questo incremento del rischio non sia associato a mutazioni a livello di
BRCAI. Al contrario, soggetti con mutazioni a livello di brca? mostrano una maggiore
frequenza della patologia anche se non ¢ presente alcuna alterazione del gene rad5l
(Antoniou and Chevenix-Trench., 2010).

Un' altra situazione patogenetica in cui questo gene sembra coinvolto ¢ la Anemia di Fanconi
dove una mutazione diallelica del gene rad51C, paralogo di rad51, determina un aumento

della probabilita d'insorgenza della patologia (Somyajit et al., 2010).

1.3 IL MISMATCH REPAIR ED IL GENE MSH6

E' noto dalla letteratura che BRCAL1 interagisce anche con le proteine implicate nel
mismatch repair (Gowen et al., 2003), non ¢ ancora totalmente chiaro il meccanismo di questa
interazione, probabilmente le proteine del MMR sfruttano il legame con BRCAI (che
interagisce con la RNA polimerasi (Scully et al., 1997) per riconoscere il filamento trascritto
da riparare o per impedire la formazione di complessi di trascrizione, in modo che frammenti

di DNA danneggiati non vengano trascritti (Wang et al., 2000).
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Il pathway del mismatch repair entra in gioco specificatamente nel caso di basi inserite in
posizioni sbagliate (mismatch) o in caso di loop che possono verificarsi durante la
replicazione, questi loop possono generarsi in seguito alla non corretta replicazione di
sequenze ripetitive, dette anche microsatelliti (Vollebergh et al., 2012).

Il meccanismo riportato in figura 3 si divide in diverse fasi: le proteine hMSH formano
eterodimeri (hMSH2/hMSH6 ¢ hMSH2/hMSH3) che riconosco 1 mismatch o 1 loop, questi
eterodimeri reclutano un complesso formato dagli eterodimeri MLH1/PMS2, MLH1/PMS1 o
MLHI1/MLH3, questi facilitano I'excisione del DNA mismatch reclutando una esonucleasi.
Sfruttando lo strand complementare, stabilizzato da RPA, la polimerasi & e la PCNA
risintetizzano il DNA.

Infine il nick viene riparato dalla ligasi Ligl (Jiricny et al., 2006).
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Figura 3: Pathway del mismatch repair negli eucarioti



Il gene MSH6 ¢ localizzato sul cromosoma 2 e codifica per una proteina che fa parte del
sistema di riparazione del DNA post replicativa dei mismatch (MMR).

Dimerizzando con MSH2 forma il complesso MutSa, il quale lega i mismatch sul DNA
inziando cosi il processo di riparazione. Una volta riconosciuto il mismatch forma un
complesso ternario legando MutLa, a questo punto l'attivita ATPasica regola il legame il DNA
similarmente ad un cambiamento conformazionale.

In particolare la presenza del mismatch sulDNA genera una transizione da ADP ad ATP,
questa conversione determina un cambiamento nella struttura di MutSoa in una pinza
scorrevole in grado di scorrere lungo il DNA in maniera idrolisi indipendente (Blackwell et
al., 1998) (Gradia et al., 1999).

Forme mutate di questo gene sono state associate all' “hereditary non-polyposis colorectal
cancer” (HNPCC) o sindrome di Lynch (Miyaki at al., 1997), tali mutazioni causano la
produzione di una forma ridotta e non funzionale della proteina MSH6, di conseguenza si
assiste ad un accumulo di danni al DNA non riparati attraverso il pathway del mismatch repair
e quindi all'insorgenza della patologia.

Difetti in questo gene sembrano essere anche associati all'insorgenza del cancro al seno, nello
specifico ¢ stata studiata la sequenza di questo gene in soggetti HBCC (hereditary breast and
colorectal cancer), in soggetti con tumore al seno non-HBCC ed in soggetti di controllo sani.
Da questo studio ¢ risultato evidente la maggiore presenza di varianti molto rare di MSH6 nei
due gruppi di soggetti con la patologia rispetto a quello di controllo, suggerendo che varianti

mutate di MSH6 rare possono predisporre all'insorgenza del cancro (Wasielewski et al., 2010).
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1.4 SAGGI FUNZIONALI PER CARATTERIZZARE LE VARIANTI DI BRCA1

Grazie alle nuove tecniche si sequenziamento e associazione genetica (GWAS, Genome-wide

association studies) ¢ stato possibile identificare un gran numero di varianti alleliche di

BRCAL.

Queste varianti sono state raccolte in diversi database o consorzi

BIC: Breast Cancer Information Core

CIMBA: Collaborators for the investigation of modifiers of BRCA1/2

ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant
Alleles) , volto all'identificazione del ruolo delle diverse varianti di BRCA1/2 definite
come UV (Unclassified variants) o VUS (Variants of Uncertain Significance) nella
predisposizione al tumore al seno ed ovaio, consorzio di cui fa parte anche il nostro
laboratorio.

E' possibile poi visualizzare il livello di rischio d'insorgenza di tumore conferito da ogni

variante grazie alla classificazione IARC (Internation Agency for Research on Cancer), che

classifica ogni variante con un numero da 1 a 5, maggiore ¢ il numero e maggiore ¢ la

patogenicita della variante (tabella 1).

IARC Classification
Class 1 Not pathogenic or of no clinical significance
Class 2 Likely not pathogenic or of little clinical
significance
Class 3 Uncertain
Class 4 Likely pathogenic
Class 5 Definitely pathogenic

Tabella 1: Classi di patogenecita delle varianti di BRCA1 secondo la classificazione IARC

Vista la grande variabilita di questo gene risulta necessario mettere a punto dei saggi
funzionali efficaci e veloci al fine di identificare il livello di pericolosita conferito da tali
varianti.

Esistono diversi esempi di saggi funzionali in grado discriminare le varianti in base alla loro
patogenetica classificandole secondo il sistema IARC.

Alcuni di questi saggi sono indirizzati a quelle varianti che interessano un particolare

dominio, ad esempio ¢ stato sviluppato un saggio di doppio ibrido per studiare l'effetto delle
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diverse varianti localizzate sul ring domain di BRCA1 e di come queste varianti influiscano
sulla sua capacita di interagire con BARD1 o UbcH5a ed in ultima analisi di come varia la
capacita ubiquitina ligasica (Morris et al., 2006).

I risultati hanno dimostrato che alcune varianti patogenetiche determinavano perdita del
legame con UbcHS5a, ma non del legame con BARDI, risultando in una diminuzione
complessiva della capacita ubiquitina ligasica di BRCAI1, l'espressione di una variante non
patogenetica, invece, non dava questa diminuzione.

Vallon-Christersson et al., 2001 hanno messo a punto un saggio indirizzato al BRCT domain
di BRCAL. E' riportato in letteratura che questo dominio influisce sull'attivita trascrizionale
(Dapic and Monteiro 2006), in particolare questo dominio, se fuso con un dominio eterologo
di legame al DNA, ¢ in grado di fungere d’attivatore trascrizionale attivando la trascrizione di
un gene reporter.

E' stato quindi utilizzato il dominio di legame al DNA GAL4 di lievito o il repressore virale
LexA fuso al dominio BRCT di BRCALI in forma wt e con diverse varianti patogenetiche e
neutre ed ¢ stato valutata la capacita di trascrivere il gene reporter.

Altri saggi che prendono in considerazione il dominio BRCT sono stati sviluppati andando a
studiare come le varianti patogenetiche influiscono sulla capacita di BRCA1 di legare peptidi
target (Lee et al., 2010) o la sua sensibilita alle proteasi (Williams et al., 2003).

Esempi di saggi funzionali indipendenti dal dominio preso in considerazione sono, invece,
quelli svolti nel lievito. In particolare esistono due saggi: lo “small colony phenotype assay” e
lo “yeast localization phenotype assay”.

Il primo saggio si basa sul fatto che BRCA1 nelle sue forme wt e neutre causa una riduzione
nella crescita nel lievito, riduzione che non avviene invece nel caso delle varianti
patogenetiche (Coyne et al., 2004). La causa di questa inibizione non ¢ stata ancora chiarita ed
esistono diverse teorie a riguardo.

Il secondo saggio invece si basa sul fatto che BRCATI nella sua forma wt e neutra si localizza
a livello del nucleo nelle cellule. Questa localizzazione ¢ stata verificata tramite fusione di
BRCALI con la proteina fluorescente mCherry. Forme patogenetiche della proteina falliscono
in questa localizzazione e si ritrovano a livello citoplasmatico. Questo test pud essere una
spiegazione dell'inibizione della crescita determinata dall'espressione di BRCA1 in lievito,
infatti ¢ stato proposto che tale inibizione dipenda da un aggregazione della proteina a livello
nucleare, aggregazione che invece non si puo verificare nel caso delle varianti patogenetiche (

Millot et al., 2011).
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Un terzo saggio funzionale che sfrutta il lievito per classificare le varianti di BRCA1 e che ¢
stato sviluppato anche nel nostro laboratorio ¢ lo “yeast ricombination assay”. Questo test
studio I'effetto che ha BRCA1, nella sua forma wt e nelle sue diverse varianti, a livello della
frequenza di ricombinazione omologa intra ed intercromosomica ed a livello della reversione
genica. E' stato verificato che mentre l'espressione di BRCA1 wt non ha effetto su tale
frequenza, 1'espressione di alcune varianti patogenetiche determina un incremento di questa
frequenza (Caligo et al., 2009).

Un ultimo esempio di saggio funzionale effettuato pero in cellule tumorali di mammifero ¢
quello svolto da Towler et al., 2012, dove vengono analizzate 13 varianti missenso di BRCA1
attraverso un sistema che sfrutta la proteina GFP.

Per la messa a punto di saggi funzionale sono state anche utilizzate le cellule HeLa, cellule
tumorali immortalizzate provenienti da cancro della cervice uterina). Nel genoma di queste
cellule sono stati integrati, due geni inattivi codificanti per la proteina GFP, uno dei quali
possiede un sito di restrizione specifico per la nucleasi mitocondriale I-Scel.

Esprimendo 1'enzima di restrizione un sito viene tagliato e se il processo di ricombinazione
omologa ha successo, sfruttando il secondo gene come templato, allora si ha la formazione di
un gene GFP attivo.

Riducendo la trascrizione di BRCA1 endogeno tramite un SiRNA ed esprimendo BRCA1 con
la variante allelica tramite un plasmide, viene visualizzato come la presenza di tale mutazione
influisca sull'efficienza della ricombinazione omologa.

Come ci si aspettava l'espressione di varianti classificate come patogenetiche determinano una
forte riduzione nell'efficienza della riparazione del DNA.

Questi sono solo alcuni dei diversi test esistenti per classificare le diverse varianti di BRCA1
ancora non classificate. Molti di questi test devono ancora essere standardizzati ed ¢ chiaro
che c'¢ ancora molto lavoro da fare, perdo possono essere degli utili strumenti per avere
un'indicazione sulla pericolosita delle mutazioni nei vari domini della proteina.

Le varianti studiate in questo lavoro di tesi e la loro classificazione in termini di rischio sono
rappresentate nella tabella 2. Per uno studio comparativo piu completo, oltre ad esprimere nel
lievito Saccharomyces cerevisiae 4 varianti neutre e 5 varianti patogenetiche cio¢ associate

con un significativo rischio di tumore, abbiamo anche espresso la proteina BRCA1 wt.
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Variante Classificazione
IARC
Y179C 1
N132K 1
N550H 1
S15121 1
A1708E 5
M1775R 5
A1789T 5
11766S 5
Co61G 5

Tabella 2: Varianti BRCA1 studiate in questo lavoro di tesi

1.5 GENI MODIFICATORI DEL RISCHIO

Geni che, in qualche modo, sono in relazione con BRCA1/2, anche se non
direttamente associati all'insorgenza della patologia possono fare, se mutati, da “modificatori”
di rischio della tumorigenesi in pazienti che portano mutazioni a livello di BRCA1/2; varianti
di BRCA1 che non sono considerate patogenetiche possono diventarlo se associate a
mutazioni in altri geni implicati in pathway associati.

Studi su larga scala hanno portato all'identificazione di un gran numero di locus genetici che
possono modificare il rischio di cancro (Couch et al., 2007)(Spurdle., 2005). Esempi di alcuni

di questi geni modificatori del rischio sono elencati nella tabella 3:

GENE PROTEINA FUNZIONE
rad51 DNA repair protein Ricombinazione omologa
RADS1
casp8 Caspase 8 Processi apoptotici
fefir2 Fibroblast growth factor Sviluppo embrionale e riparazione tessuti
receptor 2 (ossa e vasi sanguigni)
map3kl Mitogen-activated protein | Network di fosforilazini di enzimi in seguito
kinase 1 a stimoli cellulari

Tabella 3: Esempi di geni modificatori del rischio (Milne and Antoniou., 2011)
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Fino a questo momento, perd, il numero di geni che possono modificare il rischio di tumore
identificati ¢ molto limitato e spiega solo una piccola percentuale dei casi (2,2% in BRCAI e
5,2% di BRCAZ2); indice del fatto che esistono ancora diversi elementi da identificare.

Dal momento che, 1'effetto svolto da questi modificatori ¢ relativamente basso ¢ necessario un
gran numero di dati per ottenere dei risultati statisticamente validi (Antoniou at al., 2010) ed ¢
quindi necessario un continuo accumulo di dati da parte dei diversi database implicati (es:
CIMBA). Inoltre, i1 dati di associazione genetica che hanno permesso su base statistica di
identificare queste modificazioni in pazienti portatori di mutazioni BRCA1 o BRCA2, non
permettono di identificare eventuali ruoli funzionali fra questi geni “modificatori” e BRCAT.

In questo senso entra in gioco l'utilita del lievito Saccharomyces cerevisiae in quanto permette
di analizzare separatamente i vari modificatori e permette di ottenere piu velocemente dei dati
statisticamente validi e che possono dare indicazioni sull'effetto dei vari geni implicati. I
risultati ottenuti nel nostro laboratorio in collaborazione con la sezione di Genetica
Oncologica dell” Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana, indicano che 1’espressione di
alcune varianti missenso di BRCAI1 associate a tumore nel ceppo aploide RSY6 di
Saccharomyces cerevisiae difettivo nel mismatch repair perche deleto del gene MSH2,
determina un aumento di reversione genica. Inoltre, studi effettuati in pazienti portatori di
mutazioni BRCA1 hanno evidenziato un’associazione con alterazioni del gene MSH2; cioa
suggerisce che la genetica di lievito puo dare indicazioni sul ruolo dela riparazione del DNA

nella determinazione del rischio di tumore dovuto a BRCAL.
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1.6 SCOPO DELLA TESI

Il progetto in cui si inserisce il mio lavoro di tesi ha come scopo finale quello di capire se la
genetica del lievito Saccharomyces cerevisiae pud dare un contributo per capire il ruolo
funzionale dei geni della riparazione del DNA nella determinazione o modificazione del
rischio di tumore dovuto a mutazioni di BRCA1. Dalla letteratura e da studi precedenti svolti
nel nostro laboratorio sappiamo che l'espressione di varianti patogenetiche di BRCAI
determina un aumento nella frequenza di ricombinazione e mutazione del lievito, effetto non
riscontrato invece con l'espressione delle varianti neutre.

Lo scopo di questa tesi € esprimere queste varianti in ceppi di lievito deleti per particolari
pathway di riparazione del DNA in modo da analizzare se queste mutazioni determinano una
differenza nella frequenza di ricombinazione e mutazione e che quindi possano, in ultima
analisi, fare da modificatori del rischio di tumorigenesi in pazienti che portano tali varianti di
BRCAL.

In particolare siamo andati a svolgere questo studio in quattro ceppi di lievito deleti nei geni:

rad51, rad50, mrell e msho.

L’espressione di BRCA1 wt inibisce la crescita in lievito (Coyne et al., 2004). Studi condotti
nel nostro laboratorio hanno messo in evidenza che I’effetto inibitorio sulla crescita puo
essere dovuto ad un “blocco ““ generale della trascrizione con conseguente aumento dei danni
al DNA (Bennett et al., 2008) Poiche, il ruolo dei pathway della riparazione del DNA su
questo fenotipo non ¢ completamente chiaro, abbiamo determinato se I’effetto sulla crescita
determinato dall’espressione di varianti BRCA1 associate a tumore possa essere in qualche
modo modulato da questi pathway, Infine, questo lavoro potrebbe anche chiarire alcune
aspetti sulle funzioni di BRCAI1 che sono piu direttamente coinvolte nella insorgenza del

tumore.
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CAPITOLO 2: Materiali e Metodi
2.1 CEPPO RSY6

Il ceppo aploide RSY6 ¢ stato costruito da Robert Schiestl tramite integrazione del plasmide
pRS6.

Questo plasmide contiene una parte interna del gene HIS3 ed il marcatore LEU2.
L'integrazione del plasmide per ricombinazione omologa nel genoma del lievito determina
interruzione del gene HIS3 e integrazione del gene LEU2, pertanto il ceppo di lievito ¢ in
grado di crescere in terreno privo di leucina ma non in terreno privo di istidina.

Tale integrazione determina la formazione di due alleli his3, uno con delezione all'estremita 3'

ed uno al 5' e separati dall marcatore LEU2.

I due alleli condividono 400 pb di omologia, quindi possono andare incontro ad un evento di
ricombinazione intracromosomica ripristinando cosi il fenotipo HIS3+ con perdita del gene
LEU2, dunque il ceppo acquista cosi la capacita di crescere in terreno privo di istidina, ma
non in quello senza leucina

Il ceppo RSY6 ¢ stato utilizzato in studi per determinare il meccanismo e il controllo genetico
della ricombinazione intracromosomica (Galli et al., 2003) ed ¢ stato dimostrato che questo
tipo di eventi avvengono in ogni fase del ciclo cellulare e sono indotti principalmente da

rotture a doppio filamento del DNA (Cervelli 2000, Galli 1995, 2009 )
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Figura 4: L integrazione dell'allele LEU2 ed interruzione di HIS3 determina la formazione di
un substrato di ricombinazione intracromosomica. Un evento di ricombinazione tra gli alleli

his3 deleti determina il riprisitno del gene HIS3 wild type e perdita del marcatore LEU?2
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Un' altra caratteristica di questo ceppo ¢ la presenza del marcatore di selezione ilvI-92, tale
mutazione impedisce a questo ceppo di crescere in terreno privo di isoleucina.

E' possibile sfruttare questo fenotipo per studiare la reversione genica, ovvero un evento per
cui una mutazione a livello di ilv/-92 reverte il fenotipo da mutante a selvatico permettendo
cosi al lievito di crescere in terreno privo di isoleucina. Questo marcatore ¢ utilizzato
generalmente in studi di mutagenesi ambientale ed ¢ presente nel ceppo diploide D7
(Zimmermann and Scheel., 1984). Recentemente, ¢ stato definito che 1 revertanti ILV1
indotti da agenti mutageni possono essere sia dovuti a reversione vera che a soppressione
estragenica (Hoffmanet al., 2009).

Studi recenti svolti nel nostro laboratorio hanno verificato che tutti 1 revertanti hanno una
sostituzione di una singola base nel nucleotide 690 da G ad A e si presume, quindi, che
I'evento di reversione non si tratti di una reversione vera o di una retro mutazione, ma
piuttosto di una reversione estragenica. Ad esempio ¢ possibile che il tRNA legga il codone
mutato ed effettui una sostituzione accettabile dell'amminoacido.

Nella tabella 4 sono riportati i ceppi da me utilizzati ed il corrispondente genotipo:

CEPPO GENOTIPO
RSY6 WT MATa RAD ura3-52 leu2-3,-112 trp5-27 arg4-3

ade2-40 ilv1-92 HIS3::pRS6
RSY6 radS1A MATa rad51::hisG ura3-52 leu2-3,-112 trp5-27 arg4-3

ade2-40 ilv1-92 HIS3::pRS6
RSY6 mrellA MATa mrell:hisG ura3-52 leu2-3,-112 trp5-27 arg4-3

ade2-40 ilv1-92 HIS3::pRS6
RSY6 radS0A MATa rad50::hisG ura3-52 leu2-3,-112 trp5-27 arg4-3

ade2-40 ilv1-92 HIS3::pRS6
RSY6 msh6A MATa msh6:: kanMX4 ura3-52 leu2-3,-112 trp5-27 arg4-3

ade2-40 ilv1-92 HIS3::pRS6

Tabella 4: Ceppi di Saccharomyces cerevisiae usati in questo lavoro di tesi
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2.2 IL PLASMIDE pYES

I plasmidi sono frammenti di DNA circolare a doppia elica naturlamente presenti nei batteri.
Molti di essi hanno un sistema di replicazione autonomo indipendente da quello del genoma
della cellula.

La loro principale funziona in biologia molecolare ¢ quella di fungere da vettori, ovvero
vengono trasformati all'interno di cellule (di lievito in questo caso) in modo da trasferire, cosi,

frammenti di DNA non naturalmente presenti all'interno di quelle cellule.

SnaB |

gl '
Mhe |
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Figura 5: Schema del plasmide pYES2
Il plasmide da noi utilizzato ¢ il plasmide pYES2, ¢ un vettore d'espressione specifico per
lievito e le sue caratteristiche sono:
GAL1 promoter: promotore inducibile dal galattosio specifico per I’espressione di

proteine in

S. cerevisiae

T7 promoter: promotore per I’RNA polimerasi T7

Terminatore della trascrizione del gene CYC1

Origine di replicazione batterica

Gene per resistenza all’ampicillina (per la selezione nei batteri
trasformati con questo plasmide)

Gene URA3: per la selezione delle cellule di lievito trasformate
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2u: origine di replicazione del lievito
Origine f1

Sito multiplo di clonaggio

Nel nostro caso vengono utilizzati 11 diversi plasmidi: uno contenente solo la senquenza del
plasmide, uno contenente la sequenza del plasmide piu il cDNA di BRCA1 wt e poi altri 9

vettori contenenti ognuno una diversa varianti di BRCA1.
2.3 TERRENI DI COLTURA

Vengono utilizzati due diversi tipi di terreni ai fini dei nostri esperimenti: terreno completo o
terreno selettivo, entrambi possono essere sottoforma liquida o solida con 1'aggiunta di agar.
500ml di terreno completo o YPAD ¢ composto da:

10g di BACTOPEPTONE

5g di YEAST EXCTRACT

10 g di GLUCOSIO

500ml di acqua distillata

eventuale aggiunta di 10g di AGAR nel caso della preparazione di terreno solido

Il terreno selettivo € un terreno in cui vengono a mancare una o piu fonti di amminoacidi in
modo da selezionare quei ceppi che sono in grado di prodursi quegli amminoacidi in maniera
autonoma e senza assorbirli dal terreno.

Per 500ml di terreno si usano:

4g di YEAST NITROGEN BASE
10g di GLUCOSIO o 25g di GALATTOSIO

0,4g di mix di amminoacidi privo di uno o piu amminoacidi

500ml di acqua distillata

eventuale aggiunta di 10g di AGAR nel caso di terreni solidi

Nel nostro caso sono stati preparati i seguenti terreni selettivi:
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-URA = per selezionare le cellule trasformate con il plasmide Pyes

-URA -LEU = per selezionare le cellule trasformate e che ancora non hanno effettuato
ricombinazione omologa con il plasmide

-HIS e -ILE = per calcolare rispettivamente la frequenza di ricombinazione
intracromosomica € mutazione

YAPD + G418 = per selezionare le cellule in cui ¢ avvenuto il processo di gene

targeting, il G418 viene aggiunto il terreno ad una concentrazione finale di 200pg/ml.

Un ultimo tipo di terreno ¢ il terreno LB sia liquido che solido necessario per la crescita dei

batteri.

Per 500ml di terreno sono necessari:

5g di TRIPTONE

2,5¢ di YEAST EXCTRACT
2,5g di NaCl

0,5ml di NaOH 1IN

500ml di acqua distillata

Successivamente viene aggiunta ampicillina (100mg/ml) diluita 1:1000 per assicurarsi la

crescita solo dei nostri batteri, 1 quali se trasformati con il plasmide pYES2 risultano resistenti

all'antibiotico.

Dopo la preparazione e l'aggiunta di H,0 tutti i terreni vengono sterilizzati in autolcave per

18min a 118° prima del loro utilizzo.

2.4 TRASFORMAZIONE BATTERICA CON DNA PLASMIDICO

Tutti 1 plasmidi utilizzati in questo studio vengono mantenuti in cellule batteriche e conservati

a -80°C.Ogni plasmide viene quindi transformato in cellule competenti di Escherichia coli

DH5a.

Il protocollo di trasformazione ¢ il seguente:

100ul di sospensione batterica alla quale vengono aggiunti 5yl di DNA plasmidico

( 20-100ng di DNA)

100ul di sospensione batterica alla quale vengono aggiunti 5ul di H»0, questo sara il
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nostro controllo negativo

incubazione per 30min in ghiaccio

Imin in bagnetto a 42° per indurre lo shock termico e favorire il processo di
trasformazione

diluizione delle cellule con 900ul di terreno LB liquido

incubazione per 30-40min a 37° per favorire la proliferazione dei batteri

piastratura di 100ul di ogni aliquota in terreno LB solido contente l'antibiotico
ampicillina (100pg/1)

incubazione delle piastre a 37° per 17-24 ore.

Solo le cellule trasformate esprimeranno la B-lattamasi che degrada I'ampicillina e rende cosi

possibile la crescita dei batteri nelle piastre.

2.5 ESTRAZIONE DEL DNA PLASMIDICO DA BATTERI

L'estrazione del DNA plasmidico viene effettuato usando un kit commerciale della Promega©

chiamato "Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System".

Il protocollo ¢ il seguente:

Ottenimento di un pellet da una coltura overnight di 1-10ml di batteri tramite
centrifuga a 3000rpm per Smin.

Risospensione del pellet in 250pl di Cell Resuspension Solution

Aggiunta di 250pul di Cell Lysis Solution ad ogni campione ed invertire le eppendorf 4
volte

Aggiunta di 10ul di Alkaline Proteasi Solution, invertire 4 volte

Lasciare Smin a temperatura ambiente

Aggiunta di 350ul di Neutralization Solution, invertire 4 volte

Centrifugare a 13000rpm per 10min

Recuperare il sovranatante e trasferirlo in una Spin Column

Centrifugare a 13000rpm per 1min

Eliminare 1'eluito e rimettere la colonnina nel Collection Tube

Aggiunta di 750ul di Wash Solution (con etanolo) e centrifugare a 13000rpm per 1min

Eliminazione dell'eluito e ripetere lo step con 250ul di Wash Solution
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Centrifugare a 13000rpm per 2min

Trasferire la Spin Column in una eppendorf da 1,5ml e aggiungere 50ul di acqua
distillata

Centrifugare per Imin a 13000rpm e recuperare I'eluito dove sara presente il nostro

plasmide.

Alla fine del procedimento si corrono Sul di campione su gel di agarosio all'1% per verificare

la presenza del plasmide.

2.6 TRAFORMAZIONE DI S. cerevisiae CON DNA PLASMIDICO

Una volta ottenuto il plasmide questo deve essere trasformato all'interno delle cellule di

lievito, per fare questo si usa il protocollo di trasformazione messo a punto da Robert Schiestl

(Gietz and Schiestl., 2007):

Inoculo di una colonia di lievito in 10ml di YPAD

Dopo crescita di 17-24 re a 30C, la coltura viene diluita 4 volte mediante aggiunta di
50ml terreno fresco YPAD e incubata a 30°C per 3-4 ore in modo da riportare le
cellule alla fase esponenziale di crescitale cellule vengono lavate due volte in acqua
sterile tramite centrifugazione a 3000rpm per Smin

Risospensione del pellet in volume variabile (0,5-1ml) di acqua distillata in base al
numero di trasformazioni da fare

Trasferimento di 0,1ml della crescita in tante eppendorf quante sono le trasformazioni
da fare, piu un'altra eppendorf che fara da controllo negativo

Ottenimento del pellet in ogni eppendorf tramite centrifuga a 13000rpm per 1min

A questo punto ad ogni eppendorf vengono aggiunti

240ul di PEG 3500 50%, il PEG causa uno shock osmotico alle cellule favorendo cosi
l'assorbimento di acqua dall'ambiente esterno.

36ul di Litio Acetato 1M, il litio acetato aumenta la permeabilita della parete

50ul di DNA a singolo filamento (ssDNA). il ssDNA viene aggiunto in quantita
maggiore rispetto al DNA plasmidico in modo da favorire la sua degradazione da parte

delle nucleasi cellulari piuttosto che quella del plasmide.
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34ul di H20 + DNA plasmidico, il volume di DNA inserito dipende dalla sua

concentrazione, nel controllo negativo verranno aggiunti 34l di sola acqua

Il pellet viene risospeso in questo mix di soluzione tramite vortex e poi viene messo in
bagnetto a 42° per 45min.
Infine vengono piastrati 100ul da ogni eppendorf in piastre -URA in modo che riescano a

crescere solo le cellule effettivamente trasformate con il plasmide.

2.7 GENE TARGETING

Per Gene Targeting si intende un procedimento di trasformazione dove le cellule vengono
trasfettate non con DNA plasmidico, ma con un frammento di DNA che dovra andarsi ad
integrare in una regione specifica del genoma del lievito.

Lo scopo ¢ quello di andare ad interrompere un gene specifico sostituendolo con una cassetta
di resistenza all'antibiotico G418 in modo che solo le cellule che hanno effettuato
l'integrazione saranno in grado di sopravvivere.

Nel nostro caso il gene in questione che andiamo ad interrompere ¢ il gene msh6 del ceppo di
lievito RSY6.

Tale gene codifica per una proteina responsabile del processo di mismatch repair, andiamo
cosi a creare un ceppo deleto per questo particolare pathway che ci sara utile al fine di
studiare il processo di riparazione del DNA.

Il protocollo ¢ identico a quello di trasformazione con la differenza che andiamo a trasformare
non con DNA plasmidico ma con un frammento di DNA amplificato per PCR.

Un'altra differenza consiste nel fatto che la selezione delle cellulle effettivamente trasformate
viene effettuta andando a piastrare 100ul in terreno solido YAPD+G418 con G418 (50mg/ml)
diluito 250 volte.
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2.8 AMPLIFICAZIONE DEL DNA TRAMITE PCR

La PCR (polymerase chain reaction) ¢ una tecnica che ci permette di amplificare una
sequenza di DNA. Lo scopo ¢ quello di ottenere tale sequenza in grande quantita in modo da
poterla utilizzare per studi successivi, come esperimenti di gene targeting.
La metodica si basa sull'utilizzo di due primers che sono oligonucleotidi complementari a due
sequenze poste all'estremita della sequenza da amplificare.
Per avviare la reazione sono necessari:

Buffer, contenete i tamponi necessari per la reazione

dNTPs, nucleotidi privi del gruppo ossidrile al 3'

Primer forwad e primer reverse, oligonucleotidi complementari alle sequenze poste ai

lati della cassetta da amplificare
DNA templato dove si trovera la sequenza da amplificare
Polimerasi estratta da microrganismo termofilo in grado quindi di funzionare ad alte

temperature senza denaturarsi

I vari volumi delle componenti dipendono dal kit utilizzato, in generale il volume finale di
reazione viene portato a 50ul con acqua sterile.
La tecnica si divide poi in tre fasi:
fase di separazione, dove la sequenza double strand viene separata aumentando la
temperatura
fase di annealing, dove si ha I'appaiamento dei primers con le sequenze complementari
sul DNA templato, la temperatura di annealing dipende dalla composizione in basi dei
primers
fase di allungamento, dove la DNA polimerasi polimerizza la sequenza utilizzando 1

primers come punti di partenza
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Figura 6: Schema di una procedura di PCR, le tre fasi tra le linee verticali vengono ripetute per 30 volte.

Queste fasi vengono ripetute per 25/30 volte per ottenere una concentrazione abbastanza alta

di DNA amplificato.

2.8.1 YEAST COLONY PCR

La Yeast Colony PCR ¢ una metodica utilizzata per amplificare un frammento di DNA

genomico direttamente da una colonia di lievito.

Il protocollo ¢ il seguente:

Risospensione della colonia in 50ul di acqua distillata

Aggiunta di 0,5ul di enzima Zymoliasi (10000U/ml)

Incubazione a 30° per 1hr

centrifuga a 13000rpm per 30sec

eliminazione del sovranatante ed incubazione del pellet a 100° in bagnetto a secco per
Smin

risospensione del pellet in 50ul di acqua distillata

utilizzo di 10ul della risospensione come templato per la PCR

2.9 ESTRAZIONE DI DNA GENOMICO DA LIEVITO

L'estrazione del DNA genomico da lievito ¢ necessario al fine di effettuare successive PCR

per verificare, ad esempio, un corretto gene targeting.
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Il protocolo e le soluzioni utilizzate sono fornite dal MasterPure™ Yeast DNA Purification

Kit:

inoculo overnight di una colonia o di un pezzetto di striscio di lievito

recuperare il pellet in eppendorf da 1,5ml tramite centrifuga a 13000rpm per Imin
risospendere il pellet in 300ul di Yeast Cell Lyisis Solution

incubare a 65 °C per 15min

mettere il campione in ghiaccio per Smin

aggiungere 150ul di MPC Protein Precipitation Reagent e vortexare per 10sec
centrifugare per 10min a 13000rpm

trasferire il sovranatante in una eppenforf nuova ed aggiungere 500ul di isopropanolo
centrifugare per 10min a 13000rpm

rimuovere il sovranatente e lavare il pellet con 500ul di etanolo al 70%

centrifugare a 13000rpm per 1min e rimuovere l'etanolo

lasciare qualche minuto le eppendorf con il tappo aperto in modo che ogni residuo di
etanolo evapori

risospendere il pellet in 35ul di acqua sterile

aggiungere 1ul di RNasi A 0,5pg/ul ed incubare a 37° per 30min per rimuovere i
residui di RNA

Finiti questi passaggi si verifica l'effettiva estrazione correndo 5ul del campione in gel di

agarosio 1%.

2.10 SAGGIO DI RICOMBINAZIONE OMOLOGA E REVERSIONE GENICA

Tramite questo saggio si cerca di valutare la frequenza di ricombinazione intracromosomica e

di reversione genica direttamente su piastra.

Viene espresso BRCA1 WT e le sue varianti in ceppi di lievito mutati per determinati

pathway ed andando a fare un rapporto tra le colonie presenti nel terreno completo e quelle

nei terreni selettivi si vanno a calcolare le frequenze.

Il protocollo ¢ il seguente:

Inoculo dei ceppi con con i diversi plasmidi in Sml di terreno -URA -LEU glu in modo
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che riescano a crescere solo le cellule trasformate con il plasmide ma che ancora non
hanno effettuato ricombinazione

il giorno dopo viene sostituito il terreno con 5ml di -URA -LEU gal per indurra
l'espressione di BRCA1

il giorno successivo vengono recuperate le cellule, risospese in 1 ml di acqua distillata
e piastrate nei diversi terreni a diverse diluizioni

diluizione 107 in terreno completo YAPD dove riusciranno a crescere tutte le cellule
diluizione 107 in terreno -HIS dove solo le cellule che hanno effettuato ricombinazione
intracromosomica riusciranno a crescere

direttamente dalla coltura madre risospesa in Iml di acqua in terreno -ILE dove solo le

cellule che hanno revertito la mutazione riusciranno a crescere

Partendo da una coltura in fase stazionaria dovremmo avere circa 109107 cellule/ml

Andando a fare un rapporto tra le colonie contato su terreno completo e quello sui terreni

selettivi, ed andando a moltiplicare questo rapporto per i vari fattori di diluizioni, otteniamo

dei valori di frequenza di ricombinazione e reversione genica.

Le frequenze base per questi eventi sono di 1,5%10* per quanto riguarda la frequenza di

ricombinazione e di 0,5*10° per quanto riguarda quella di mutazione, possiamo quindi

valutare quento le frequenza trovate nei ceppi mutati che esprimono BRCA1 differiscano da

quelle base.

FREQUENZA RICOMBINAZIONE N° colonie in terreno -HIS*102

N° colonie in terreno YAPD*107

FREQUENZA MUTAZIONE N° colonie in terreno -ILE

NP° colonie in terreno YAPD*107°
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2.11 WESTERN BLOT

Il Western Blot ¢ una metodica volta a dimostrare l'effettiva espressione di determinate
proteine

Nel nostro caso viene sfruttata per verificare che i nostri ceppi esprimano BRCA1.

ESTRAZIONE DELLE PROTEINE:
La prima parte consiste nell'estrazione delle proteina dai nostri campioni:
Partendo da una crescita overnight in 10ml di terreno -URA -LEU glu e successivamente
indotta in -URA -LEU gal si recupera il pellet centrifugando a 3000rpm per Smin.
Il pellet viene risospeso in 500ul di Lysis Buffer G composto da:

Sorbitolo 300mM

Tris HCIl pH 7,4 10mM

NaCl 500mM

MgClL, 5SmM

EDTA 5SmM
Per ogni 5ml di soluzione finale si aggiungono 120ul di PMSF 100mM (fluoruro di
fenilmetansulfonile) per rompere la parete e 1/2 pasticca di Protease inibhitor cocktail della
Roche®© per ridurre 1'effetto delle proteasi.
A questo punto vengono aggiunti 500pl ad ogni campione da estrarre + 1g di glass beads.
Si vortexano tutti i campioni per 1 minuto per 4 volte alternando ad ogni vortexata 1min in
ghiaccio.
A questo punto recupero il sovranatante e aggiungo Sul di triton X-100 all'1%.

Centrifugo per 15min a 4° e conservo i campioni a -20°.

QUANTIFICAZIONE DELLE PROTEINE CON SAGGIO BRADFORD

Il reagente Bradford ¢ un colorante blue comassie che si lega alle proteine e determina una
colorazione blu alla soluzione.

Leggendo 1'assorbanza a 595nm e interpolando i valori ad una retta di calibrazione si riesce a
ricavare le concentrazioni dei campioni proteici.

La retta di calibrazione si costruisce andando a ricavare i valori di assorbanza di una proteina
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a concentrazione nota, nel nostro caso la BSA 2mg/ml.
Il colorante Bradford deve essere diluito 1:5, quindi ne mettiamo 40ul in un volume finale di
200pl.
Si misurano diversi valori di assorbanza a concentrazione crescente di BSA in particolare si
effettuano 5 misurazioni:
Standard0 160ul di H,0 + 40ul di Bradford
Standard1 159ul di H,0 + 40ul di Bradford + 1ul di BSA
Standard2 158ul di H,0 + 40ul di Bradford + 2l di BSA
Standard3 156ul di H,0 + 40ul di Bradford + 4pl di BSA
Standard4 152ul di H,0 + 40ul di Bradford + 8ul di BSA

Per ogni campione si effettuano due diluzioni 1:100 e 1:200:
Diluizione 1:100 : 158ul di H>0 + 40ul di Bradford + 2l di campione
Diluizione 1:200 : 159ul di H,0 + 40ul di Bradford + 1pul di campione

A questo punto si misura l'assorbanza allo SpectraCount ottenendo valori compresi tra 1-

3ug/ul.

CORSA ELETTROFORETICA
La corsa elettroforetica ha lo scopo di separare le diverse proteine presenti nel campione in
base alle loro dimensioni.

Il gel di corsa ¢ diviso in due parti:

SEPARATING GEL

H20 1,9ml
Acrilammide 1,7ml
Tris HCI pH 8,8 1,3ml
SDS 10% 50ul

APS 50ul

Temed 2ul

Tot Sml
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STACKING GEL

H20 1,4ml
Acrilammide 330ul
Tris HCI pH 6,8 250ul
SDS 10% 20ul
APS 20ul
Temed 2ul
Tot 2ml

Una volta preparato il gel viene messo nella vaschetta e viene aggiunto il buffer di corsa sia
nella vaschetta che nell'apparato di corsa.

Vengono caricati i campioni ed il marker nei pozzetti e viene impostato il macchinario a circa
120/160 volt.

Vedendo le posizioni delle bande del marker posso capire quando interrompere la corsa.

TRASFERIMENTO SU MEMBRANA
Una volta interrotta la corsa viene recuperato il gel e viene posto nel macchinario per il
trasferimento detto sandwich costituito da:

spugna imbevuta nel liquido di trasferimento

3 fogli di carta assorbente imbevuta nel liquido di trasferimento

gel

membrana di nitrocellulosa imbevuta nel transfert

altri 3 fogli di carta assorbente imbevuti

spugna imbevuta

Fatto questo chiudo il dispositivo per il sandwich e metto nella vaschetta per il trasferimento
riempita con il transfert.

Imposto il macchinario a 250 mA per lhr e 15min.

Al termine del tempo recupero la membrana dove si saranno trasferite le proteine.

Per visualizzare le proteine posso colorare con ponceau 1X in modo da evidenziare le bande
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delle proteine.

IBRIDAZIONE CON ANTICORPO
Per verificare la presenza di BRCA1 tra le proteine estratte e trasferite sulla membrana si
effettua un'ibridazione con un anticorpo primario anti-BRCA1 (Santa-cruz Biotecnology©) ed
un anticorpo secondario anti-mouse IgG-HRP (Santa-cruz Biotecnology©) che riconoscera il
primario.
Gli anticorpi vengono diluiti in MILK 0,5%, il primario viene diluito 1:200 ed il secondario
1:2000.
Per l'ibridazione si utilizza lo Snapip della Millipore:
La membrana con le proteine trasferite viene posta dentro il blocchetto per lo snap con la
superficie con le proteine legate rivolta verso l'alto.
A questo punto viene messo un volume variabile di Blocking Solution (MILK 0,5%) sulla
superifcie del blocchetto e quindi sulla faccia della membrana con le proteine legate in modo
da favorire la successiva ibridazione con gli anticorpi.
La Blocking viene tenuta per 15 minuti ed il volume dipende dalle dimensioni della
membrana.
Finiti 1 15min viene aperto il vuoto in modo che tutta la blocking venga risucchiata e la
membrana risulti asciutta.
Adesso mettiamo nell'ordine:

anticorpo primario per 12 minuti

tre lavaggi con TBST 1X per eliminare gli anticorpi non legati
anticorpo secondario per 12 minuti

tre lavaggi con TBST 1X per eliminare di nuovo gli anticorpi liberi

A questo punto possiamo recuperare la membrana dove se BRCAL1 era presente si saranno

legati gli anticorpi primari e quindi anche il secondario.

SVILUPPO
Gli anticorpi secondari sono coniugati con l'enzima perossidasi di rafano, che ¢ in grado di
reagire con il substrato SuperSignal West Pico Chemilumnescent della Thermo Scientific, la

reazione determina liberazione di fluorescenza che ¢ in grado di impressionare una lastra
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fotografica.
Se tutto procede senza problemi avremo quindi una lastra con delle bande in corrispenza delle
posizioni della membrana dove si trova BRCAT.
Il protocollo ¢ il seguente:
La membrana viene bagnata con il SuperSignal diluito 1:2 o puro e viene posta dentro
una bustina trasparente
sopra la busta ed in corrispondenza della membrana viene posizionata la lastra
fotografica
a questo punto si chiude il tutto dentro una cassetta per un tempo variabile, maggiore ¢
la concentrazione delle proteine legate e minore sara il tempo necessarrio affinche la
lastra si impressioni
finito il tempo di esposizione si recupera la lastra e si mette prima nel liquido di
sviluppo finch¢é non si vedono comparire le bande e poi nel liquido di fissaggio per

fissare la lastra in quella situazione

Eventualmente ¢ possibile rimuovere gli anticopri dalla membrana tramite lo stripping, che si
effettua ponendo la membrana in acqua scaldata ad 80° per 20 minuti.
Una volta rimossi gli anticorpi € possibile effettuare nuovamente 1'ibridazione con 1'anticorpo

e lo sviluppo.

2.12 SAGGIO DI INIBIZIONE DELLA CRESCITA

L'espressione di BRCA1 determina una diminuzione nella crescita del lievito, probabilmente
a causa di accumulo di danni al DNA.

Lo scopo di questo saggio ¢ di verificare le differenze in questa inibizione in ceppi di lievito
con diversi pathway mutati in seguito ad espressione di BRCA1 wt e delle sue varianti.

La procedura del saggio consiste nel fare 5 diversi spot di 20ul ognuno diluito 1:10 rispetto
allo spot precedente partendo da 1ml di crescita madre.

Quindi otteniamo cinque diversi spot a diluizione decrescente (10, 102, 107, 10%,107).
Questi spot vengono fatti su piastre quadrate -URA glu e -URA gal, nel -URA glu non
dovrebbero esserci differenze tra le varianti in quanto la proteina non viene espressa, nel

-URA gal invece dovremmo trovare differenze.
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CAPITOLO 3: Risultati

3.1 COSTRUZIONE DEL CEPPO RSY6 DELETO PER IL GENE DEL MISMATCH
REPAIR MSH6

In questa tesi, abbiamo determinato I’effetto dell’espressione di BRCA1 wt e di alcune
varianti missenso in ceppi di lievito difettivi per la riparazione delle rotture a doppio
filamento del DNA e del mismatch repair. Per prima cosa abbiamo costruito un nuovo ceppo
di Saccharomyces cerevisiae partendo dal ceppo aploide RSY6 con la delezione del gene
MSHS6 attraverso un esperimento di gene targeting, che determina la sostituzione del ORF di
MSHS6 con una cassetta contenente come marcatore il gene per la resistenza al G418.

La cassetta che si va a sostituire al gene endogeno ¢ stata sintetizzata per PCR da DNA
genomico di un ceppo di lievito gia deleto per quel gene.

Il ceppo in questione, acquistato da  EUROSCARF (http://web.uni-
frankfurt.de/tb15/mikro/euroscarf/), ha il seguente genotipo:

BY4741; Mat a; his3A1 ; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDR0O97c: :kanMX4

Il gene MSHE6 ¢ stato sostituito con kanMX4 che conferisce resistenza al G418, amplificando
per PCR la cassetta utilizzando primers che si vanno ad appaiare in locus posti a circa 200bp
dal gene kanMX4. Quindi il frammento di PCR contiene, oltre al gene di resistenza al G418,
anche una parte di genoma WT del ceppo che fornira le sequenze di omologia necessarie,
affinché si possa avere un evento preciso di gene targeting piuttosto che una integrazione
casuale.

In particolare, nel genoma del lievito, il gene WT MSH6 ¢ localizzato nel cromosoma IV
dalla posizione 640109 alla 643837 che quindi ha un ORF di 3728 coppie di basi; attraverso
un evento di gene targeting questa regione ¢ stata sostituita con la cassetta kanMX4 (che ha
una dimensione minore).

I primers utilizzati, pero, sono stati costruiti in modo da amplificare una regione pit ampia
che va dalla posizione 639500 alla 644500 e sono state prese come locus di appaimento per i

primers le regioni che vanno dalla posizione 639781 alla 639801 e dalla 644461 alla 644482.

Primer Forward: 5° CATGCACTCAAGAAATGGAA3’ Tm: 56°
Primer Reverse : S’ AACGCTAGATTGACTAAATTG3’ Tm: 56°
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Sequenza di i Sequenza di
omologia KanMX4 omologia

'_— [ Genoma del lievito

MSH6

| e—

Prodotto finale con cassetta
KanMX4 sostinita al gene
MSH6 endogeno

Cassetta amplificata per PCR

Figura 7: Schema del gene targeting effettuato sul gene MSH6 di lievito con la cassetta KanMX4

2500 Kb

Figura 8:Amplificazione della cassetta msh6::KanMX .Elettroforesi su
gel d’agarosio del prodotto di PCR: corsia 1, marker ; corsia 2 controllo

negativo; corsia 3 amplificato di msh6::KanMX
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Una volta ottenuto I'amplificato lo sfruttiamo per trasformare il genoma del lievito.
Viene utilizzato il protocollo di trasformazione standard come descritto nei materiali e
metodi; la selezione finale delle cellule trasformate viene fatta piastrando le cellule in

YAPD+G418 e cresciute a 30°C per 3-5 giorni.

I cloni cresciuti in terreno contenete G418 vengono analizzati mediante colony PCR
utilizzando dei primer complementari ad una regione interna al gene che dovrebbe essere stato
interrotto, di conseguenza il prodotto della PCR dovrebbe essere vuoto.

I primers usati sono:

Primer forward: 5'-ACGAGTTGGGAAGAGGAGGT-3'
Primer reverse: 5'-ACGCAACATGCATACCAAAA-3'

Viene fatto questo controllo in quanto la semplice selezione su piastra con G418 non da la
certezza che il gene targeting sia avvenuto nel modo desiderato, in quanto, nonostante le
sequenze di omologia possono comunque verificarsi degli eventi di intergazione casuale.

Insieme a questa PCR vengono fatte in parallelo altre due amplificazioni, una che con lo
stesso DNA genomico, ma diversi primers ed una che utilizza gli stessi primers ma un altro
genomico. Queste ultime due PCR servono come controlli positivi per assicurarsi che sia il
genomico che i primers non abbiano contaminazioni o falsi positivi. La prima PCR deve

risultare negativa perché effettivamente il gene ¢ stato deleto dal gene targeting.

-123 45 67 89 101

- o gy

Figura 9: Yeast colony PCR dei cloni cresciuti in terreno selettivo YPAD + G418, (1-6
e 8) falsi positivi selezionati su piastra, (7) clone effettivamente deleto per msh6, (9)
controllo positivo del genomico, (10) controllo positivo dei primers, (11) controllo

negativo

La colony PCR ¢ considerata solo da test preliminare per un eventuale positivita del gene
targeting.
Una volta trovato un possibile clone “positivo” (fig 9) viene estratto il DNA genomico da quel

clone tramite protocollo di estrazione della MasterPure™ e viene svolta un'altra PCR
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utilizzando nuovamente i primers complementari alle regioni interne del gene.

Figura 10: (1 e 2) PCR di regione interna di msh6, (4) controllo positivo, (5) controllo negativo

Ottenendo un altro prodotto di PCR negativo siamo sufficientemente sicuri che il gene

targeting sia andato a buon fine (fig 10).

Il ceppo RSY6 msh6A viene trasformato con i plasmidi contenenti il cDNA di BRCA1 wt e
con 1 plasmidi contenenti le 9 varianti missenso. In parallelo, il ceppo viene anche trasformato
con il plasmide pYES2 vuoto; questo ceppo servira come controllo negativo.

Oltre a questo ceppo trasformiamo altri 3 ceppi gia presenti in laboratorio: RSY6 rad50A,

RSY6 mrel1A e RSY6rad5S1A.
Vengono selezionati 3-4 cloni per trasformazione che sono stati successivamente strisciati in

piastre -URA -LEU per effetuare una doppia selezione, questi strisci saranno il punto di

partenza per i successivi esperimenti.
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3.2 Espressione di BRCA1 nei ceppi RSY6radS0A, RSY6mrellA, RSY6rad51A e
RSY6msho6A

Per assicurarsi che 1 ceppi deleti siano in grado di esprimere BRCA1wt e le varianti prese in
considerazione a livelli paragonabili viene effettuato un Western Blot su ognuno di essi. |
ceppi contenenti 1 vettori BRCA1 vengono dapprima cresciuti in glucosio € poi incubati in
galattosio al 5% per avere una induzione massimale delle proteina BRCA 1wt e delle varianti
missenso considerate.

Seguendo le procedure di estrazione delle proteine e di corsa, trasferimento, ibridazione e
sviluppo otteniamo delle lastre in cui si notano le bande relative all'espressione della proteina.
In parallelo si ibridizza con I’anticorpo anti-PGK (fosfoglicerato chinasi) per avere un
controllo sul caricamento delle proteine. I dati ottenuti mostrano in generale che BRCAI
viene espressa in tutti in ceppi in quanto si evidenzia una banda di 220kDa che corrisponde
alla dimensione della proteina BRCA1 “full length” (Figure 11-14, corsie 2-11) mentre non si
nota nessuna banda nel campione corrispondente al controllo negativo ( Figure 11-14, corsia
1). Oltre alla banda di 220kDa, si osserva un pattern di bande che, come riportato in
letteratura, ¢ dovuto a degradazione e non ad aspecificita dell’anticorpo poiché nel controllo
negativo non si osserva nessuna banda anche dopo prolungata esposizione (Westmoreland et

al. 2003, Millot et al 2011, Caligo et al .2009).

In particolare, nel ceppo RSY6 rad504, il livello delle varianti patogenetiche 11766S e C61G
sembra leggermente inferiore rispetto a BRCA1 wt ed alle altre varianti (figura 11 corsie 5 e

6).
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Figura 11: Espressione di BRCAT1 nel ceppo RSY6rad50A Western blot su estratti proteici
del ceppo rad50 dopo crescita in galattosio. Nelle corsie sono stati caricati 50ug di
proteine totali. corsia 1 Estratto proteico del ceppo contenente pYES2vuoto dopo crescita
in galattosio (controllo negativo), (2) BRCA1 WT, (3) Y179C, (4) N550H, (5) 117668, (6)
C61G, (7) M1775R, (8) N132K, (9) A1708E, (10) S15121, (11) A1789T.

in basso: PGK come controllo di caricamento in tutti i cloni.
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Nel ceppo RSY6 rad5i4, si osserva che le bande corrispondenti a BRCA1wt e alla
variante patogenetica A1789T sono leggermente meno intense rispetto alle altre

(figura 12, corsia2 e 11)
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Figura 12: Espressione di BRCA1 nel ceppo RSY6rad51A Western blot su estratti proteici
del ceppo rad51 dopo crescita in galattosio. Nelle corsie sono stati caricati 50ug di
proteine totali. corsia 1 Estratto proteico del ceppo contenente pYES2vuoto dopo crescita
in galattosio (controllo negativo), (2) BRCA1 WT, (3) Y179C, (4) N550H, (5) 117668, (6)
C61G, (7) M1775R, (8) N132K, (9) A1708E, (10) S15121, (11) A1789T.

in basso: PGK come controllo di caricamento in tutti i cloni.

Nel ceppo RSY6 mrelld, D’intensita delle bande corrispondenti alle varianti
patogenetiche C61G, M1775R e A1789T sembra sia leggermente inferiore quella
della proteina BRCA1 wt e alle altre varianti (figura 13, corsie 6, 7 e 11)
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Figura 13: Espressione di BRCAI nel ceppo RSY6mrell A Western blot su estratti proteici
del ceppo mrell dopo crescita in galattosio. Nelle corsie sono stati caricati 50ug di
proteine totali. corsia 1 Estratto proteico del ceppo contenente pYES2vuoto dopo crescita
in galattosio (controllo negativo), (2) BRCA1 WT, (3) Y179C, (4) N550H, (5) 11766S, (6)
C61G, (7) M1775R, (8) N132K, (9) A1708E, (10) S15121, (11) A1789T.

in basso: PGK come controllo di caricamento in tutti i cloni.
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Nel ceppo RSY6msho64, I’intensita delle bande corrispondenti alla variante neutra Y179C ed a
quella patogenetica 11766S sembra siano ad un livello leggermente piu basso rispetto alle

altre varianti (figura 14, corsie 3 e 5).
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Figura 14: Espressione di BRCA1 nel ceppo RSY6msh6A Western blot su estratti proteici
del ceppo msh6 dopo crescita in galattosio. Nelle corsie sono stati caricati 50ug di proteine
totali. corsia 1 Estratto proteico del ceppo contenente pYES2vuoto dopo crescita in
galattosio (controllo negativo), (2) BRCA1 WT, (3) Y179C, (4) N550H, (5) I1766S, (6)
C61G, (9) A1708E, (10) S1512L, (11) A1789T.

in basso: PGK come controllo di caricamento in tutti i cloni.
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3.3 EFFETTO DELL'ESPRESSIONE DI BRCA1 SULLA RICOMBINAZIONE E
MUTAZIONE DEI CEPPI RSY6mrelld, RSY6msh6A, RSY6rad51A e RSY6radS0A

In questo lavoro di tesi abbiamo determinato l'effetto dell'espressione di BRCA1 WT e delle
diverse wvarianti sulla ricombinazione intracromosomica spontanea ¢ sulla reversione
spontanea in ceppi deleti per geni implicati nei pathway di riparazione del DNA. Questi ceppi
derivano dal ceppo aploide RSY6 che contiene un duplicazione del gene Ais3 che consente di
misurare direttamente in piastre prive di istidina il numero dei ricombinanti, come descritto
nei Materiali e Metodi. Inoltre, nel genotipo del ceppo RSY6 ¢ presente l'allele ilv1-92 che
permette di misurare gli eventi di reversione mediante piastramento in terreno privo di

1soleucina

I ceppi contenenti i plasmidi BRCA1 wt, le varianti e il vettore pYES2 vuoto (controllo
negativo) sono stati inoculati in Sml di terreno liquido contenente glucosio per 24 ore a 30°C
in agitazione.

Dopo, 1 ceppi vengono inoculati in terreno contenente galattosio per 16 ore per permettere
l'espressione della proteina.

Una volta terminata la fase di induzione della proteina, le cellule vengono lavate e ripospese
Iml di acqua sterile. Le sospensioni cellulari vengono opportunamente diluite e piastrate in
terreno completo per determinare il numero delle cellule vitali e a, in terreno privo di
isoleucina per determinare il numero dei revertanti e nel terreno privo di istidina per
determinare il numero di eventi di ricombinazione intracromosomica. [ risultati sono
espressi come frequenze di ricombinazione e reversione. La frequenza di ricombinazione
viene calcolata come numero di colonie crescite in terreno senza istidina diviso per la frazione
di cellule vitali ed espressa su 10° cellule vitali. Analogamente, la frequenza di reversione
genica viene calcolata come numero di colonie crescite in terreno senza isoleucina diviso per

la frazione di cellule vitali ed espressa su 10° cellule vitali.

I risultati sono la media di 3-5 esperimenti + 'errore standard. I risultati sono stati analizzati
con il test “#’ di Student per dati non appaiati sfruttando il software GraphPad Prism 5. La
significativita del dato ottenuto ¢ stata calcolata confrontando il dato in galattosio (proteina
espressa) ed il dato con il vettore vuoto. Un aumento statisticamente significativo di almeno

due volte della frequenze e considerato biologicamente rilevante (Balia et al. 2011, Galli and
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Schiestl 1995, 1996). I dati sono rappresentati tramite istogrammi e tabelle per una

comparazione piu diretta delle diverse varianti.

3.3.1 Ceppo RSYb6mrellA:

Come riportato nel grafico 1 e nella tabella 5, I’espressione di BRCAlIwt e delle varianti
missenso in studio non determina una variazione significativa .

Per quanto riguarda la mutazione, invece, notiamo dal grafico 2 e dalla tabella 6 che
I’espressione della variante neutra BRCA1 S15121 e delle varianti patogenetiche A1789T e
[1766S determina incremento della frequenza di mutazione statisticamente significativa

rispetto al controllo negativo.

VARIANTE FREQ. DI
RICOMBINAZIONE
*10/-3
PYES2 0,47+ 0,11
WT 0,43 +0,13
C61G 0,31 + 0,05
M1775R 0,58 + 0,14
NI132K 0,51+ 0,12
117668 0,48 0,10
Y179C 0,37 + 0,02
N550H 0,33 + 0,07
S15121 0,42 + 0,06
A1789T 0,48 0,10
A1708E 0,37 + 0,08

Tabella 5: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla

Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli 4is3 del ceppo RSY6mrellA.

VARIANTE FREQ. DI MUTAZIONE
*107-6

pYES2 0,71 0,11
WT 0,91 + 0,20
C61G 0,43 + 0,08
M1775R 0,38 + 0,09
11766S 1,23 +0,23*
N550H 0,74+ 0,19
S15121 333+ 1,14%
A1789T 1,49 + 0,34%
A1708E 0,84 + 0,25

Tabella 6: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla
Reversione genica dell'allele ilv/-92 del ceppo RSY6mrellA.
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Grafico 1: Effetto della espressione delle varianti di BRCAI1 sulla

Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli 4is3 del ceppo RSY6mrellA.
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Grafico 2: Effetto della espressione delle varianti di BRCAT1 sulla Reversione

genica dell'allele ilv/-92 del ceppo RSY6mrellA. *: p < 0,05
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3.3.2 Ceppo RSY6msho6A

Come nel ceppo mrellA anche in quello msh64 1'espressione di BRCAlwt e delle diverse
varianti non influisce in maniera statisticamente significativa la frequenza di ricombinazione
come si puo vedere dal grafico 3 e dalla tabella 7.

Al contrario, D’espressione della variante patogenetica I11766S induce un aumento
statisticamente significativo della reversione dell’allele ilv/-92 rispetto al controllo (grafico 4

e tabella 8)

VARIANTE FREQ. DI
RICOMBINAZIONE
*107-3
pYES2 0,61 + 0,04
WT 0,45+ 0,1
C61G 0,39 + 0,02
117668 0,36 + 0,05
Y179C 0,48 + 0,09
N550H 0,33 + 0,06
S15121 0,70 + 0,08
A1789T 0,52+ 0,01
A1708E 0,36 + 0,08

Tabella 7: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla
Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli #kis3 del ceppo

RSY6mshoA.

VARIANTE FREQ. DI MUTAZIONE
*10°-6
pYES2 1,62 + 0,06
WT 0,9 +0,13
C61G 1,98 0,11
117663 5,14 + 0,46%*
Y179C 124022
N550H 0,96 + 0,07
S15121 0,51 +0,07
A1789T 2,18 0,61
A1708E 1,32+0,33

Tabella 8: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla
Reversione genica dell'allele ilv/-92 del ceppo RSY6mshoA.
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Grafico 3: Effetto della espressione delle varianti di BRCAT1 sulla Ricombinazione

intracromosomica tra gli alleli 4is3 del ceppo RSY6msh6A.
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Grafico 4 Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla Reversione

genica dell'allele ilvI-92 del ceppo RSY6msh6A. **: 0,01 <p <0,05
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3.3.3 Ceppo RSY6rad5iqA

Nel ceppo rad5id, 'effetto dell'espressione di BRCA1 e di tutte le varianti non induce un
aumento di ricombinazione significativo (grafico 5 e tabella9). Al contrario, 1’espressione
delle varianti patogentiche C61G, M1775R e A1708E induce un incremento statisticamente

significativo della reversione genica rispetto al controllo (grafico 6 e tabella 10)

VARIANTE FREQ. DI
RICOMBINAZIONE
*107-3
pYES2 0,80 = 0,06
WT 0,90 = 0,06
C61G 0,76 = 0,08
M1775R 0,88 + 0,09
N132K 0,57+ 0,06
11766S 0,83 = 0,07
Y179C 0,52+ 0,07
N550H 0,74 + 0,07
S15121 0,65 + 0,09
A1789T 0,61 = 0,04
A1708E 0,54 + 0,06

Tabella 9: Effetto della espressione delle varianti di BRCAI1 sulla

Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli Ais3 del ceppo

RSY6radsiA.
VARIANTE FREQ. DI MUTAZIONE
*107-6
pYES2 1,82+ 0,53
WT 5,10 2,64
C61G 4,83 £ 1,00%*
M1775R 3,86 +0,38%*
N132K 3,00+0,72
11766S 3,12+ 1,24
Y179C 2,42 £ 0,44
N550H 3,15+0,81
S15121 3,18+0,17
A1789T 3,40+ 0,50
A1708E 4,04 £1,19*

Tabella 10: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla
Reversione genica dell'allele i/v/-92 del ceppo RSY6rad5iA.
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Grafico 5: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla

Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli Ais3 del ceppo RSY6rad5 4.
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Grafico 6: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla Reversione
genica dell'allele ilvI-92 del ceppo RSY6rad5iA.*: p < 0,05 **: 0,01 <p <
0,05

57

Qo



3.3.4 Ceppo RSY6rad504
Nel ceppo rad504, I’espressione delle varianti patogenetiche C61G e A1708E e della variante

neutra Y179C determina un debole ma statisticamente significativo decremento della
frequenza di ricombinazione rispetto al controllo negativo.(grafico 7 e tabellall).

L’espressione dei BRCA1 wt e delle varianti M1775R, 11766S, N550H, A1789T e A1708E
induce un aumento statisticamente significativo di reversione genica. In generale,
I’espressione di tutte le varianti di BRCA1 incrementa la reversione dell’allele ilvi-92 in
questo ceppo, ma, data I’elevata variabilita sperimentale, 1’analisi statistica ha evidenziato la
significativita solo per le varianti suddette. Sono necessari altri esperimenti da effettuare in
colture indipendenti per valutare la riproducibilita di questi risultati e per poter dimostrare

effettivamente questo effetto (grafico 8 e tabella 12).

VARIANTE FREQ. DI
RICOMBINAZIONE *10/-3
pYES2 0,14 + 0,02
WT 0,12 + 0,01
C61G 0,07 0,01
M1775R 0,11 0,02
NI132K 0,114 0,03
11766S 0,11 +0,02
Y179C 0,06 £ 0,01
N550H 0,10 £ 0,02
S15121 0,09 + 0,03
A1789T 0,09 + 0,03
A1708E 0,06 + 0,001

Tabella  11: Effetto della espressione delle varianti di BRCAI1 sulla

Ricombinazione intracromosomica tra gli alleli Ais3 del ceppo RSY6rad504.

VARIANTE FREQ. DI MUTAZIONE
*107-6
PYES2 1,87+ 1,38
WT 12,54 + 4,63 *
C61G 8,19+ 4,06
M1775R 27,44 £3,97+*
N132K 6,45 +2,00%
117668 12,57 + 2,00%*
Y179C 5,74 4231
N550H 15,31 + 3,83*
S15121 8,54 + 4,99
A1789T 13,88 + 1,24%*
A1708E 8,76 + 1,01%*

Tabella 12: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla Reversione genica

dell'allele ilvi-92 del ceppo RSY6rad50A4.
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Grafico 7: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla Ricombinazione

intracromosomica tra gli alleli 4is3 del ceppo RSY6rad504.*: p < 0,05 **: 0,01 <p < 0,05
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Grafico 8: Effetto della espressione delle varianti di BRCA1 sulla Reversione genica

dell'allele ilvi-92 del ceppo RSY6rad504.*: p < 0,05 **: 0,01 <p <0,05
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3.4 Effetto dell’espressione di BRCA1 e delle varianti sulla crescita nel ceppo aploide
RSY6, RSY6mrelld, RSY6msh6d, RSY6rad504 e RSY6rad51A di Saccharomyces

cerevisiae.

Da studi precedenti svolti anche nel nostro laboratorio ¢ stato dimostrato che 1'espressione di
BRCAI in lievito causa un'inibizione della crescita (Caligo et al., 2009).

L'effetto inibitorio ¢ simile a quello osservato in seguito all'irradiamento con radiazioni
ionizzanti, quindi ad un accumulo di danni al DNA.

Tale inibizione sembra essere dipendente dal dominio BRCT di BRCA1, infatti forme mutate
di BRCAT1 che sono prive di questo dominio non causano il fenotipo inibitorio (Jeffrey et al.,
1997). Dal momento che non ¢ chiaro come 1 geni che controllano la riparazione del DNA
siano implicati nell'insorgenza di questo fenotipo, ¢ stato messo a punto questo saggio in cui
andiamo a “spottare” su piastre -URA contenente galattosio al 5%, i diversi ceppi esperimenti
le varianti di BRCA1 ed andiamo a valutare come varia la capacita di crescita del lievito. I
ceppi sono stati cresciuti per 24 ore in glucosio, diluiti come descritto nei materiali e metodi e
“spottati” in piastre contenenti glucosio e galattosio. Una diminuzione della crescita in
galattosio rispetto al glucosio ¢ dovuta all’espressione della proteina.

Con questo esperimento vogliamo determinare se i ceppi mutati in questi pathway di
riparazione hanno un effetto il fenotipo d'inibizione riscontrato nel ceppo WT e che quindi

riesce ad annullare o ridurre l'effetto tossico indotto da BRCAL.

GLUCOSIO GALATTOSIO

rad504

rads14

Figura 15: Determinazione della crescita del ceppo RSY6 e dei ceppi difettivi della
riparazione delle DNA trasformati con il plasmide vuoto pYES2. Gli spots sulla
sinistra sono stati effettuati in terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con
galattosio, il primo spot sulla sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre
107, ogni spot ¢ diluito 1:10 rispetto al precedente.
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Come si vede dalla figura 15,1 ceppi contenenti il vettore pYES2 che non esprimono quindi

BRCALI crescono a livelli comparabili sia in galattosio che in glucosio.

GLUCOSIO GALATTOSIO

RSY6

mrellA

msh6A

rad504

rads14

Figura 16: Effetto dell’espressione di BRCA1 WT nel ceppo RSY6 e in ceppi difettivi
per la riparazione del DNA. Gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in terreno con
glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla sinistra
corrisponde alla diluizione della coltura madre 10, ogni spot ¢ diluito 1:10 rispetto al
precedente.

Come dimostrato dagli studi precedenti, I'espressione di BRCA1 WT inibisce la crescita sia
nel ceppoRSY6 che nei ceppi mrelld, msh64, rad504 e rad514 1 ceppi (figura 16 ). Dalla
figura si osserva che nel ceppo rad504, 1’espressione di BRCA1 ha un effetto inibitorio sulla
crescita piu elevato rispetto agli altri ceppi.

Dalla figura 17 e dalla figura 18, si osserva che 1’espressione delle varianti neutre Y179C e
N550H hanno un effetto inibitorio sulla crescita piu marcato nel ceppo RSY6rad504 rispetto

agli altri ceppi.

GLUCOSIO GALATTOSIO

Figura 17: Effetto dell’espressione di BRCA1 Y179C nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. Gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot & diluito 1:10
rispetto al precedente.
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Figura 18: Effetto dell’espressione di BRCA1 N550H nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. Gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot ¢ diluito 1:10
rispetto al precedente.

L’espressione delle varianti patogenetiche 11766S e C61G ha un effetto inibitorio sulla

crescita paragonabile su tutti i ceppi (Figura 19 e 20).

GLUCOSIO GALATTOSIO
wTr
mrellA
msh64

rad504

rads14

Figura 19: Effetto dell’espressione di BRCA1 117668 nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 107, ogni spot ¢ diluito 1:10
rispetto al precedente.
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GLUCOSIO GALATTOSIO

Figura 20: Effetto dell’espressione di BRCA1 C61G nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot ¢ diluito 1:10
rispetto al precedente

L’ espressione della variante patogenetica M1775R ha un effetto inibitorio sulla crescita piu
nel ceppo RSY6 -, rispetto al ceppo RSY6mrelld e rad514. Piu precisamente, il ceppo
RSY6rad51A sembra essere leggermente piu resistente all’espressione di BRCA1 M1775R
rispetto al ceppo RSY6 . (figura 21).

GLUCOSIO GALATTOSIO

Figura 21: Effetto dell’espressione di BRCA1 M1775R nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot ¢ diluito 1:10
rispetto al precedente.

Come si vede in figura 22 I’espressione della variante neutra N132K causa una forte
inibizione della crescita nel ceppo RSY6 proficiente per la riparazione del DNA e nel ceppo
rad504; nei ceppi mrelld e rad514 1’espressione di tale variante non ha alcun effetto sulla

crescita.
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rad514 . @ @ #

Figura 22: Effetto dell’espressione di BRCA1 N132K nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot ¢ diluito 1:10
rispetto al precedente

Come riportato in figura 23, I’espressione della variante patogenetica di BRCA1 A1708E
non causa nessun effetto inibitorio visibile in nessun ceppo.

GLUCOSIO GALATTOSIO

Figura 23: Effetto dell’espressione di BRCA1 A1708E nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10™, ogni spot & diluito 1:10
rispetto al precedente.

L’espressione della variante neutra S15121 detemina una inibizione della crescita nel ceppo
RSY6 e RSY6rad504 (figura 24).

65



GLUCOSIO GALATTOSIO

mrellA @_ 9 j ﬁ _@
msh6/ . O &

Figura 24: Effetto dell’espressione di BRCA1 S1512I nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10", ogni spot & diluito 1:10
rispetto al precedente.

Come si vede nella figura 25, I’espressione della variante patogenetica A1789T non causa

inibizione della crescita in nessuno dei ceppi studiati.

GLUCOSIO GALATTOSIO
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Figura 25: Effetto dell’espressione di BRCA1 A1789T nel ceppo RSY6 e in ceppi
difettivi per la riparazione del DNA. Gli spots sulla sinistra sono stati effettuati in
terreno con glucosio e quelli sulla destra in terreno con galattosio, il primo spot sulla
sinistra corrisponde alla diluizione della coltura madre 10, ogni spot ¢ diluito 1:10

rispetto al precedente
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CAPITOLO 4: Discussione

L'obiettivo finale di questo progetto ¢ quello di utilizzare la genetica del lievito per
capire quali geni implicati nei pathway di riparazione del DNA, possono determinare, se
deleti, cambiamenti nella frequenza di ricombinazione e reversione genica in ceppi che
esprimono BRCA1 wt e le sue diverse varianti. In questo lavoro, abbiamo espresso nei vari
ceppi di lievito Saccharomyces cerevisiae difettivi per la ricombinazione e il mismatch repair
4 varianti missenso di BRCA1 neutre cio¢ che non sono associate con I’insogenza di tumore
e 5 varianti missenso di BRCA1 patogenetiche che possono essere associate al tumore al seno
e quindi se presenti in una famiglia, possono aumentare il rischio di tumore al seno

Il fine ultimo ¢ quello di capire se questi geni possono fare da modificatori del rischio
in pazienti che portano queste variazioni di BRCA1 e che quindi possano, in ultima analisi,
essere implicati nell'insorgenza dei tumore al seno.

Risultati precedentemente pubblicati hanno dimostrato che nel ceppo diploide RS112 di
Saccharomyces cerevisiae 1’espressione delle varianti associate a tumore induce un
significativo aumento di ricombinazione intracromosomica e intercromosomica (Caligo et al.,
2009). Questo e sta ad indicare che le varianti patogenetiche di BRCA1 se espresse in un

13

ceppo diploide di lievito inducono un livello di “ danno” al DNA che in qualche modo
determina un aumento di ricombinazione. Poiché i ceppi utilizzati in questo studio sono
aploidi, abbiamo determinato 1’effetto di BRCA1 wt e delle varianti in ceppi aploidi. Dai dati
ottenuti in questa tesi per quanto riguarda I'evento di ricombinazione risulta che I'espressione
di BRCAI nelle sue diverse varianti non influenza questo evento nei ceppi aploidi
confermando 1 risultati riportati in una tesi precedente. Questo dimostra che in caso di
aploidia, dove I'unico evento di ricombinazione misurabile ¢ quella intracromosomica, tali
eventi non sono molto “inducibili” . Questo pud essere anche vantaggioso per le cellule in
quanto, mancando il cromososoma omologo, i riarrangiamneti provocati da eventi
intracromosomici che molto piu frequentemente porterebbero a delezioni o duplicazioni
geniche, potrebbero avere consequente molto piu gravi.

I dati ottenuti sulla frequenza di ricombinazione intracromosomica nei ceppi aploidi e
deficienti per la riparazione del DNA sono riassunti nella tabella 13.

L'unico caso in cui abbiamo ottenuto ad una differenza ed in particolare ad una diminuzione
di questo evento ¢ nel ceppo RSY6rad504. Tale differenza viene riscontrata nella variante

neutra Y179C e nelle varianti patogenetiche C61G e A1789T. Questo potrebbe essere
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giustificato dal fatto che RADS50 ¢ una proteina conservata ed estremamente importante nelle
prime fasi della ricombinazione, infatti, come spiegato nell'introduzione, RADS50 ¢ attivo
nella fase di riconoscimento e legame della rottura a doppio filamento ed inoltre posiziona il
ssDNA nel sito attivo di MRE11. L'assenza di questo evento, associata alla mutazione sulla
sequenza di BRCA1 probabilmente potrebbe essere causa della diminuzione nella frequenza

della ricombinazione omologa.

Ceppo / mrellA msh64 rad504 rad514
Variante

BRCA1 WT - - - -
Y179C - - 4ok -
N5S50H - - - -
N132K - nd - -
S15121 - - - -

- - 4% _
- nd - -

- - 4 _
Tabella 13: Confronto tra i ceppi RSY6mrellA, RSY6msh6A4, RSY6rad504 e RSY6rad514

sull'influenza sulla ricombinazione delle varianti patogenetiche e non di BRCAI.

Variante neutra _ Variante patogenetica

: non significativa +*: p <0,05 +**:0,01 <p < 0,05 nd: non determinato

Dati piu significativi sono stati invece ottenuti invece per quanto riguarda [’effetto
dell’espressione di BRCA1 sulla reversione genica dell’allele ilv/-92 che comunque sta ad
indicare danno al DNA ed instabilita genomica. E’ noto che la mutazione spontanea avviene
attraverso una varieta di meccanismi che vanno da errori di replicazione a danno endogeno al
DNA (Friedberg et al 2006). Recentemente, ¢ stato dimostrato anche che esiste
un’associazione tra livello di trascrizione genica e mutagenesi spontanea (Alexander et al
2013, Garcia Rubio and Aguilera 2012). Poiché ¢ stato osservato che BRCAT interferisce con
il macchinario della trascrizione in lievito, questo pud determinare un piu elevato livello di
danno endogeno che potrebbe generare instabilita genomica ed aumento di reversione
(Bennett et al 2008).

I dati riferiti all’effetto dell’espressione delle viarianti sulla revesione sono riassunti nella
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tabella 14.

Si puo osservare che 1’espressione di BRCA 1wt induce reversione solo nel ceppo rad504 <€10
dimostra che se le rotture a doppio filamento del DNA di origine endogena non vengono
segnalate o processare dal complesso MRX possono determinare un aumento di mutazione
spontanea. Questo effetto non si osserva nel ceppo RSY6mrellA dove I’spressione della
variante neutra S1512[ causa un aumento di questo evento. Nonostante non sia stata riportata
un’associazione tra la variante BRCA1 S15121 e tumore al seno, ¢ noto che mutazioni in
questa regione di BRCA1 hanno una riduzione nell'efficienza del checkpoint nelle fasi G2/M
e S, riduzione che causa una maggiore suscettibilita alle radiazioni ionizzanti, ¢ possibile,
quindi, che questa mutazione solitamente non patogenetica, possa diventarlo se associato ad
una delezione anche a livello del gene mrell, a causa di un eccessiva instabilita genomica.

Per quanto riguarda il ceppo RSY6msh64 si nota un incremento nella reversione nel caso
dell'espressione della variante patogenetica 11766S, questa variante ¢ localizzata al livello del
BRCT domain, ¢ possibile che nel pathway del mismatch repair questa regione svolga un
ruolo importante nell'interazione con le proteine del mismatch e se abbiamo una delezione in
entrambi 1 fattori implicati in questa relazione allora si assiste ad un incremento dell'instabilita
genomica.

Nel ceppo RSY6rad514 ’espressione delle varianti patogenetiche C61G, M1775R e A1708E
determina un aumento significativo della reversione genica. Quindi ¢ probabile che la
delezione di RADS51 che ¢ un gene fondamentale per la riparazione delle rotture a doppio
filamento del DNA determini un accumulo di danni che incrementano il fenotipo di
instabilita genomica gia indotto da queste varianti di BRCAL.

L'effetto piu forte lo vediamo nel ceppo rad504 in cui l'espressione di tutte le varianti genera
un forte incremento di reversione spontanea. Come spiegato in precedenza RADS50 svolge un
ruolo importante nelle prime fasi della ricombinazione omologa, infatti ¢ parte del complesso
che effettua il primo legame con le rotture a doppio filamento e permette 'avvio del processo
di riparazione. Inoltre RADS50 svolge anche un importante ruolo nel mantenimento della
stabilita dei telomeri (O'Connor et al., 2004).

L'assenza di questi processi ¢ gia fonte d’ instabilita genomica, se associamo questa
mutazione all'espressione di BRCAI nelle sue varianti la frequenza di reversione aumenta
notevolmente indicando un evidente interazione tra BRCA1 ed il pathway in cui RADS0 ¢
implicato. Quindi il gene RADS50 puo essere un forte modificatore del rischio in pazienti che

portano le diverse mutazioni di BRCAI.
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Ceppo / mrellA msh6 rad504 rad514
Variante
BRCA1 - - +* -
WT
Y179C - - - -
N550H - - +* -
N132K - nd - -
S15121 +* - - -
- - 4 $x%
- ok e }
- - - kK
- nd S koK
- - S }

Tabella 14: Confronto tra i ceppi RSY6mrellA, RSY6msh6A4, RSY6rad504 e RSY6rad514

sull'influenza sulla reversione delle varianti patogenetiche e non di BRCAL.

Variante neutra _ Variante patogenetica

- : aumento non significativo +* aumento significativo: p < 0,05 +**: 0,01 <p

<0,05

Una seconda parte di questo lavoro di tesi consiste nell'avere un quadro piu chiaro sull’
effetto inibitorio sulla crescita causato da BRCAI in lievito. Piu precisamante, abbiamo
determinato se 1 geni della riparazione del DNA avessero un effetto su questo fenotipo, dato
che e stato riportato che BRCA1 induce un danno al DNA e che I’efficienza di riparazione
del DNA ¢ direttamente correlata con il livello di instabilita genomica( Bennett et al 2008,
Caligo et al 2009, Balia et al. 2011)

Questi dati sono riassunti nella tabella 15.

In generale si osserva che l'espressione delle diverse varianti nei diversi ceppi determina
effetti differenti sulla crescita, quindi, in qualche modo 1 geni della riparazione oggetto di
questo studio modulano questo fenotipo.

Appurato che nei terreni con glucosio 1 diversi ceppi crescono allo stesso livello, la minore
crescita riscontrata in terreno con galattosio ¢ indice che tale inibizione dipende

dall'espressione di BRCA1 (infatti 1 ceppi con il plasmide pYES2 vuoto in galattosio
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crescono come nel glucosio).

L’espressione delle varianti neutre BRCA1 N132K e N550H causa una minore inibizione
della crescita nei ceppi RSY6, RSY6mrelld e RSY6rad51A; al contrario, si osserva
un’inibizione piu forte della cresita nel ceppo RSY6rad504. Questo dato ¢ in correlazione
con 1 risultati ottenuti nello stesso ceppo nel saggio di reversione genica, in cui la variante
N550H causa un aumento di tale reversione e determina quindi una maggiore instabilita
genomica; cio potrebbe indicare che tali varianti possono risultare maggiormente tossiche
quando viene a mancare questo pathway.

L’espressione della variante patogenetica M1775R invece determina un'inibizione nei diversi
ceppi eccetto che in RSY6rad514 che invece risulta maggiormente resistente, ¢ possibile
quindi che tale inibizione sia dipendente dall'interazione con RADS51 e quindi con il pathway
in cui questa proteina ¢ implicata.

Un fenotipo simile si riscontra nelle varianti neutre N132K e SI512I la cui espressione
inibisce fortemente la crescita nel ceppo RSY6 e nel ceppo RSY6rad504, ma non nei ceppi
RSY6mrellA e RSY6rad514 1 quali, al contrario, risultano resistenti.

La variante patogenetica A1789T invece sembra revertire il fenotipo inibitorio in tutti i ceppi
studiati, ¢ possibile che BRCA1 non riuscendo a svolgere a pieno la sua funzione in seguito a
questa delezione importante nei suoi domini BRCT, non riesco nemmeno, in ultima analisi,
ad inibire la crescita del lievito.

I risultati ottenuti nel ceppo RADS50 sono molto interessanti; la crescita sembra essere
maggiormente inibita quando vengono espresse le varianti di BRCA1 neutre e meno inibita
dall’espressione delle varianti patogenetiche. Questo pud in parte correlare con i risultati
ottenuti da altri saggi di questo tipo in cui BRCAT1, non riuscendo a svolgere a pieno la sua
funzione a causa di variazioni in domini importanti della sua sequenza, non riesce nemmeno

ad indurre un’ effetto apprezzabile sulla crescita nel lievito (Coyne et al., 2004)
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Ceppo / wTr mrellA msho6A rad504 rad514
Variante
BRCA1 i i i i i
WT
Y179C i nd i mi i
N550H i i i mi i
N132K mi pi nd mi pi
S15121 mi 1 i mi 1
1 1 1 1 1
i i i i i
1 i 1 i 1
1 1 nd 1 pi
p1 pi pi pi pi

Tabella 15: Effetto d'inibizione della crescita di BRCA1 wt e delle sue varianti nei ceppi di
lievito RSY6, RSY6mrellA, RSY6msh64, RSY6rad504 e RSY6rad51A.

Variante neutra _ Variante patogenetica

i: inibito mi: molto inibito pi: poco inibito  nd: non definito

Nell’insieme 1 dati ottenuti in questa tesi dimostrano che I’espressione di BRCA1 determina
effetto sulla crescita e sull' instabilita genomica e che i pathway di riparazione del DNA
modulano questi effetti. In certi casi abbiamo visto degli effetti diversi indotti in ceppi
defettivi per la riparazione del DNA, dall’espressione varianti patogentiche rispetto a quelle
neutre. E’ molto difficile stabilire se questi pathway possano avere un ruolo nella
modificazione del rischio di tumore in pazienti che portano mutazioni BRCA1 poiché solo
uno studio comparativo sulla presenza di polimorfismi o mutazioni in questi geni nei pazienti

potra confermare i nostri risultati ottenuto in un sistema genetico modello.
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CAPITOLO 5: Conclusioni e prospettive

Questo lavoro di tesi si inserisce in un progetto che utilizza la genetica del lievito
Saccharomyces cerevisiae per determinare il meccanismo e le basi genetiche dei tumori
derivati da mutazioni o varianti missenso del gene BRCAI. In generale i risultati ottenuti
dimostrano che i geni della riparazione del DNA RADS50, RADS51, MRE1l e MSH6
influenzano D’effetto indotto dall’espressione di varianti missenso di BRCA1 sia neutre che
patogenetiche. Questo dimostra ancora una volta che anche se il lievito non possiede
I’omologo di BRCAL, il livello di conservazione tra uomo e lievito dei pathway di riparazione
e talmente elevato che BRCAL interagisce con questi pathway.

Anche se manca come detto nella discussione un riscontro dei nostri risultati nei
paziente per poter concludere che il nostro approccio sperimentale consente di identificare
delle interazioni funzionali tra varianti di BRCAI e possibili “modificatori” del rischio di
tumore, si pud confermare che questo sistema modello potrebbe essere utile per identificare
dei possibili nuovi geni che potrebbero predisporre al tumore al seno.

In prospettiva, verranno effettuati studi per determinare la localizzazione intracellulare
di BRCAL1 e delle varianti sia in ceppi di lievito wt che difettivi per la riparazione del DNA
anche in seguito ad induzione di danno al DNA per vedere se le varianti patogenetiche si
compartano in maniera diversa da quelle neutre.

Ci proponiamo anche di costruire dei ceppi diploidi difettivi nella riparazione del
DNA per capire meglio il ruolo della ploidia sulla ricombinazione indotta dall’espressione di

varianti missenso BRCAL.
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