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1 INTRODUZIONE

1.1 Riparazione del DNA e durata di vita
In tutti gli organismi, il DNA ¢ il principale bersaglio di agenti chimici

(mutageni ambientali, farmaci) e fisici (radiazioni ultraviolette, radiazioni
ionizzanti) (1,2). Esso subisce danni e alterazioni che richiedono
imperativamente un rapido riconoscimento ed una riparazione continua e
accurata per preservare |' integrita dell' informazione genetica. E' vero che
mutazioni di diverso grado sono alla base dell' evoluzione molecolare, ma la
sopravvivenza stessa degli organismi sarebbe minacciata se non venissero
riparati sia i danni potenzialmente mutageni e citotossici che i fattori
endogeni ed esogeni sul DNA. Le alterazioni a livello del DNA, infatti, se non
sono riparate o se non vengono corrette in maniera efficiente, possono
provocare traslocazioni cromosomiche, perdita di materiale genetico,
trasformazioni neoplastiche e morte cellulare. Inoltre, i danni accumulati nel
DNA nel corso della vita, e casualmente distribuiti, potrebbero minare alcune
fondamentali funzioni cellulari come la trascrizione, la replicazione e la
riparazione del DNA (3-5). L' importanza della riparazione del DNA &
suggerita dall' esistenza di alcune patologie ereditarie umane associate con
difetti nel riparo del DNA, che determinano invecchiamento prematuro
(sindrome di Werner) e una aumentata sensibilita ai carcinogeni (Xeroderma
Pigmentoso), in cui risultano inattive o poco funzionanti alcune vie di
riparazione. Studi in animali, nei quali i geni per il riparo del DNA sono stati
inibiti, mostrano profili patologici simili (6-12).

La riparazione del DNA & un processo che opera costantemente nelle cellule
dove, sia normali attivita metaboliche che i fattori ambientali (quali i raggi
UV) possono causare danno al DNA, determinando almeno 500000 singole

lesioni molecolari per cellula al giorno. Tali lesioni provocano danno



strutturale alla molecola di DNA, e possono alterare in maniera drammatica il
modo in cui la cellula legge le informazioni contenute nei suoi geni. Di
conseguenza, il processo di riparo del DNA deve lavorare in continuazione,
per correggerne qualsiasi danno nella struttura.
Tuttavia, quando la cellula invecchia, questo processo si rallenta fino ad un
arresto totale. A questo punto la cellula va incontro ad uno dei tre possibili
destini:

1. Uno stato di dormienza irreversibile, detto senescenza.

2. Il suicidio della cellula chiamato apoptosi o morte cellulare

programmata.

3. La carcinogenesi, ossia la formazione del cancro.
Nel corso dell’ invecchiamento la maggior parte delle cellule dell’ organismo
diviene inizialmente senescente; futtavia, dopo un danno irreparabile al DNA
va incontro ad apoptosi, un importante meccanismo per prevenire la
trasformazione carcinogenica di una cellula potenzialmente pericolosa per I
organismo.
Quando le cellule divengono senescenti, le alterazioni nella biosintesi e nel
turnover determinano una minore efficienza nel loro funzionamento, causando
inevitabilmente malattia. Negli ultimi anni, numerosi studi in letteratura
hanno avuto come obiettivo principale il ruolo della riparazione del DNA
danneggiato nei processi di invecchiamento cellulare (13-20). Da molti di
questi lavori ¢ emerso che con I' eta aumentano il numero di danni e di
mutazioni che coinvolgono la molecola di DNA (21-26). Utilizzando cellule
appartenenti a diverse specie animali & stato dimostrato che pit il DNA
danneggiato & riparato, pit aumenta la durata di vita (27-32). Esiste percio
una correlazione positiva tra invecchiamento e contenuto di DNA
danneggiato, ed una correlazione negativa tra invecchiamento ed efficienza di

riconoscimento e riparazione del genoma dimostrate non solo nell’ uomo ma



anche in numerose specie animali (33). La capacita di riparo del DNA in una
cellula e vitale per I' integrita del suo genoma e quindi per il normale
funzionamento della cellula stessa in tutto I|' organismo. Sino ad oggi
comunque, nonostante lo sforzo sperimentale eseguito per dimostrare una
relazione causale tra senescenza, longevita e danno al DNA, si conosce ancora
poco sulle alterazioni a livello molecolare dei meccanismi di riparazione del

DNA nel corso dell’ invecchiamento.

1.2 Danno del DNA

Il danno al DNA, causato da normali processi metabolici nella cellula, si
verifica ad un tasso che varia da 50000 a 500000 lesioni molecolari per
cellula al giorno. Tuttavia, molte cause di danneggiamento possono
incrementare questa velocita. Nella cellule umane, ed in quelle eucariotiche in
generale, il DNA ¢ localizzato in due differenti compartimenti, nel nucleo e
nei mitocondri. Il DNA nucleare (nDNA) esiste in strutture aggregate su
larga scala note come cromosomi, che sono composte da avvolgimenti di DNA
inforno a proteine simili a perle denominate istoni. Quando una cellula deve
esprimere |' informazione genetica codificata nel suo nDNA, la relativa
regione cromosomica viene svolta, i geni localizzati all' interno di essa vengono
espressi, e quindi la regione viene nuovamente condensata nella sua
conformazione quiescente. Il DNA mitocondriale (mtDNA) é situato nei
mitocondri, & presente in copie multiple ed & strettamente associato con
varie proteine a formare un complesso detto nucleoide. Nei mitocondri, le
specie reattive dell’ ossigeno (ROS), e i radicali liberi, originati dalla continua
produzione di adenosintrifosfato (ATP) mediante fosforilazione ossidativa,
creano un ambiente altamente ossidativo in grado di danneggiare il mtDNA.

La cellula possiede pero diversi meccanismi in grado di riconoscere e riparare



efficacemente e rapidamente molti tipi di alterazioni molecolari (34-37), e

nonostante |' elevato numero di danni la stabilitd genetica & molto alta (38).

1.2.1 Cause di danno

Il DNA puo essere danneggiato da una varieta di cause, alcune spontanee,
altre determinate da fattori ambientali. Il danno al DNA puc essere percio
classificato in due tipi principali:

1. danno endogeno, come quello causato dall' attacco di radicali reattivi
dell ‘ossigeno derivanti da sottoprodotti del normale metabolismo
cellulare (mutazioni spontanee)

2. danno esogeno, causato da agenti esterni quali: radiazioni ultraviolette,
radiazioni di diversa frequenza (raggi X e raggi gamma), idrolisi o
distruzione termica, alcune tossine vegetali, mutageni chimici,
chemioterapia o radioterapia.

Inoltre, durante la replicazione, si possono verificare occasionalmente degli
errati accoppiamenti di basi; infatti la replicazione di DNA danneggiato prima
di una divisione cellulare puc portare all' incorporazione di basi scorrette
complementari alle basi danneggiate. Una volta che le basi scorrette sono
state ereditate dalle cellule figlie, queste ultime diventano cellule mutate. La
chimica del danneggiamento del DNA & varia e complessa. Non rappresenta
una sorpresa il fatto che la risposta cellulare al danneggiamento stesso
comprende un’ ampia varieta di sistemi enzimatici che catalizzano alcune delle

piti interessanti trasformazioni chimiche riguardanti il metabolismo del DNA.

1.2.2 Tipi di danno

Il danno endogeno coinvolge la struttura primaria piuttosto che la struttura

secondaria della doppia elica. Esso puo essere suddiviso in quattro classi:



1. ossidazione di basi e generazione di interruzioni nei filamenti di DNA
ad opera di specie reattive dell’ ossigeno.

2. alchilazione di basi (generalmente metilazione).

3. idrolisi di basi, come la depurinazione e la depirimidinazione.

4. mismatch repair (appaiamento errato) di basi, dovute ad una
replicazione errata del DNA in cui la base scorretta & “cucita” nel

filamento che formera la nuova molecola di DNA.

1.2.3 Meccanismi di riparo del DNA
Una cellula ha soltanto uno o due corredi di DNA genomico e, mentre le

molecole proteiche e di RNA possono, se danneggiate, venire rimpiazzate
rapidamente utilizzando l'informazione contenuta nel DNA, le molecole di
DNA non sono sostituibili. II mantenimento dell’ integrita e dell’ informazione
contenuta nel DNA &, pertanto, un imperativo per la cellula e, a questo scopo,
si e evoluto un insieme di sistemi di riparazione secondo il tipo di danno. Il
numero e la varieta dei sistemi di riparazione riflettono I' importanza della
riparazione del DNA per la sopravvivenza della cellula ed il grande numero di
cause di danneggiamento del DNA. La riparazione del DNA é resa possibile
essenzialmente dal fatto che la molecola di DNA & formata da due catene
complementari. Le cellule utilizzano, come stampo per il ripristino, il
filamento complementare non modificato di DNA, oppure il cromosoma
fratello. In mancanza di un accesso all' informazione dello stampo, il riparo
del DNA ¢ soggetto ad errori.

Il danno al DNA altera la configurazione spaziale dell’ elica e tali alterazioni
possono essere rilevate dalla cellula. Una volta che il danno é stato
localizzato, la cellula risponde con |' attivazione del checkpoint, ossia di

meccanismi di sorveglianza che regolano vari aspetti del metabolismo



cellulare, capaci di inibire la replicazione o di portare la cellula ad apoptosi.
Molecole specifiche di riparo del DNA vengono reclutate, e vanno a legarsi su
o presso il sito di lesione, attivando altre molecole coinvolte nel meccanismo
di riparo. I tipi di molecole coinvolte ed il meccanismo che viene attivato
dipendono:

1. dal tipo di danno al DNA;

2. dal fatto che la cellula sia entrata o non in uno stato di senescenza;

3. dalla fase del ciclo in cui si trova la cellula.

1.2.4 Danno al singolo filamento
Quando uno solo dei due filamenti di un cromosoma presenta un difetto, I

altro filamento puo essere usato come stampo per guidare la correzione del
filamento danneggiato. Al fine di riparare il danno di una delle due eliche di
DNA, ci sono numerosi meccanismi tramite i quali si pud realizzare la
riparazione del DNA. Questi includono:

1. Reversione diretta del danno mediante vari meccanismi specializzati.
Esempi sono la metil guanina metil transferasi (MGMT) che rimuove
specificamente gruppi metilici della guanina, e la fotolisi dei batteri,
che rompe il legame chimico creato dai raggi ultravioletti tra basi
adiacenti di timidina. Nessun filamento-stampo & richiesto per
questo tipo di riparo.

2. Meccanismi di riparo per escissione, che rimuovono il nucleotide
danneggiato sostituendolo con un nucleotide complementare. Questi
comprendono:

e Riparo per escissione di base (Base Excision Repair, o BER)

che ripara il danno che coinvolge un singolo nucleotide,



causato da ossidazione, alchilazione, idrolisi, oppure
deaminazione;

e Riparo per escissione di nucleotidi (Nucleotide Excision
Repair, o NER), che ripara un danno che coinvolge filamenti
lunghi da 2 a 30 nucleotidi. Questi includono danni da
voluminosa distorsione dell’ elica, quali i dimeri di timina
causati da luce UV, come pure le rotture di un singolo
filamento. Una forma specializzata di NER nota come
riparazione associata alla trascrizione (Transcription-Coupled
Repair, o TCR) dispiega enzimi NER ad alta priorita per geni
che sono attivamente trascritti;

e Mismatch Repair (MMR), che corregge errori di replicazione e
di ricombinazione genetica che determinano la formazione di

nucleotidi male appaiati in seguito alla replicazione del DNA.

1.2.5 Rotture del doppio filamento (dsb)
Un tipo particolarmente pericoloso di danno al DNA per le cellule in divisione

e la rottura di entrambi i filamenti della doppia elica dato che anche una sola
dsb non riparata puo risultare letale per la cellula (40), e provocare I
insorgenza di forme fumorali. Esistono due meccanismi capaci di riparare
questo danno. Essi sono generalmente conosciuti come ‘Non-Homologous End-
Joining' (saldatura delle estremita non omologhe o NHEJ), e ‘Riporazione per
ricombinazione' (o riparazione assistita da stampo, o ricombinazione omologa
o HR) (41-43). La riparazione per ricombinazione richiede la presenza di una
sequenza identica (o quasi) che possa essere usata come stampo per il riparo
di una rottura. Il macchinario responsabile per questo processo di riparo e

praticamente identico al macchinario responsabile del crossingover nelle



cellule germinali durante la meiosi. Il meccanismo di riparo per
ricombinazione & usato in maniera predominante durante le fasi del ciclo
cellulare in cui il DNA si sta replicando o ha completato la duplicazione. Cid
permefte ad un cromosoma danneggiato di essere riparato con |I' impiego,
come stampo, di un cromatide fratello neosintetizzato, come una copia
identica che &, per di piu, ordinatamente appaiata alla regione danneggiata.
Molti geni nel genoma umano sono presenti in copie multiple fornendo diverse
possibili fonti di sequenze identiche. Tuttavia, il riparo per ricombinazione
che si basa su queste copie come stampi reciproci & problematico dal
momento che porta a ftraslocazioni cromosomiche e ad altri tipi di
riarrangiamento cromosomico. Il Non-Homologous End-Joining (NHEJ)
riunisce le due estremita della rottura in assenza di una sequenza che possa
fungere da stampo; puo esserci pero una perdita di sequenza durante questo
processo e quindi tale riparo pud divenire mutagenico. I| NHEJ puo
verificarsi a tutti gli stadi del ciclo cellulare, ma nelle cellule di mammifero e
il principale meccanismo fino a quando la replicazione del DNA non rende
possibile il riparo per ricombinazione con impiego del cromatide fratello come
stampo.

Dal momento che la grande maggioranza del genoma negli organismi
pluricellulari e fatta di DNA che non contiene geni, il cosiddetto "junk DNA"
o "DNA spazzatura”, un NHEJ mutagenico & probabilmente meno pericoloso
di un riparo assistito da stampo costituito da sequenze presenti in copia
multipla, dato che in questo caso si produrrebbero riarrangiamenti
cromosomici indesiderati. I| macchinario enzimatico usato per il NHEJ e
anche utilizzato nelle cellule B per riunire rotture generate dalle proteine
RAG durante la ricombinazione V (D) J, passo cruciale nella produzione della
diversita degli anticorpi da parte del sistema immunitario o per lo switch

isotipico (39).
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1.2.5.1 Riparazione per ricombinazione omologa (HR)
Quando entrambi i filamenti di una doppia elica sono danneggiati, I

informazione per la riparazione deve provenire da un' altra molecola di DNA.
La ricombinazione fornisce uno stampo per la sintesi di DNA che ripari I
interruzione. Nella ricombinazione omologa si forma una molecola di DNA con
una sequenza di basi che deriva in parte da una molecola di DNA parenterale,
e in parte da un' altra. Lo scambio di materiale genetico puo avvenire fra
qualunque coppia di sequenze omologhe sulle molecole di DNA parenterale.
Una regione a singolo filamento di DNA derivata dal taglio di uno dei due
filamenti di una doppia elica si accoppia con il filamento complementare
spostando I' altro filamento. Nell' £ co/i, la ricombinazione omologa dipende
dai geni rec. La proteina recA, il prodotto del gene recA, catalizza la reazione
di assimilazione del filamento, che & guidata dall' drolisi delllATP. Il ruolo
fondamentale della proteina recA nella ricombinazione omologa e dimostarato
dal fatto che in mutanti recA” la frequenza di ricombinazione & 10* volte pit
bassa che nelle cellule normali. Essa forma filamenti nucleoproteici, promuove
I' appaiamento tra sequenze di DNA omologhe e provvede al successivo
trasferimento di filamenti (44). La proteina recA, infatti, per prima cosa si
lega ad una regione di DNA a singolo filamento (ssDNA). Intorno all' ssDNA si
forma un filamento di molecole recA che poi si lega ad un DNA a doppia elica.
La proteina recA scorre rapidamente sulla doppia elica cercando una sequenza
complementare a quella dell’ ssDNA. I| DNA a doppia elica viene svolto in
parte per facilitare la lettura della sua sequenza; quando viene trovata una
sequenza complementare, la doppia elica viene ulteriormente svolta per
permetftere una commutazione dell' accoppiamento fra le basi. A questo punto
I ssDNA & appaiato al filamento complementare della sequenza bersaglio. Una
volta iniziato in questo modo, lo scambio di filamenti continua in un processo

chiamato migrazione della ramificazione (branch migration) (45). Il processo
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di riparazione termina con la risoluzione dei filamenti del DNA incrociati con
conseguente risultato di due doppie eliche intatte (46). Nel lievito questo
meccanismo & svolto dal complesso RAD52 omologo di RecA (47-48). Anche

nei mammiferi e stato isolato I' omologo hRAD51 al gene batterico RecA (49).

1.2.5.2 Riparazione per ricombinazione non omologa (NHEJ)
Questo fondamentale meccanismo di riparazione si & conservato nel corso

dell' evoluzione in tutti gli eucarioti (50). Negli eucarioti superiori, la
riparazione delle dsb richiede un sistema costituito da pit componenti. Il
danno viene prima riconosciuto da una proteina nucleare con attivita elicasica,
e la riparazione del DNA procede attraverso una serie di eventi molecolari,
ognuno dei quali & sotto controllo di specifiche proteine con diverse proprieta
biochimiche e funzionali. Dopo il riconoscimento del danno da parte dell’
elicasi, una endonucleasi inizia la riparazione mediante un' incisione a monte
del taglio. Una polimerasi sintetizza il tratto dell’ elica assente ed una ligasi
salda i segmenti di DNA per completare il processo di riparazione (51,52).
Studi eseguiti su cellule eucariotiche trattate con i raggi X o con agenti
chemioterapici hanno portato all' identificazione e caratterizzazione di
diverse proteine che sono capaci di riconoscere il DNA danneggiato e di
attivare il processo di riparazione (53-55). Tra tutte le proteine
identificate, 5 sono quelle principalmente coinvolte in questo ftipo di
riparazione: ku70, ku80, DNA-PKcs, che formano il complesso DNA-PK,
XRCC4 e la Ligasi IV.

12
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Figura 1: Schema della ricombinazione non omologa

Ku sembra essere una delle prime proteine a localizzare la rottura
cromosomica (56-58); essa & una proteina eterodimerica costituita da due
diverse subunita, una di 70 kDa con attivita elicasica ed una di 80 kDa.
L'eterodimero ku70/80, ma non le singole subunitd, € in grado di legarsi alle
estremita libere del DNA ed ¢ attivato solo da DNA in forma lineare e non
circolare o superavvolto (59-63). Una volta ancorato al DNA ku interagisce,
attivandola, con una serina/treonina chinasi di 350 kDa, la DNA-PKcs che
rappresenta la subunitd catalitica del complesso DNA-PK (64-66). La proteina
DNA-PKcs, per via del suo dominio chinasico all'estremita C-terminale,
appartiene alla famiglia delle fosfatidilinositolo 3-chinasi proteine chinasi
(PIKKs); altri membri sono: ATM, ATR e TRRAP (67,68). La DNA-PKcs pud

legare ed essere attivata dalle estremita del DNA senza richiedere la
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presenza di ku, che invece, e richiesta per la stabilizzazione del legame della
subunita catalitica al DNA (69). Le cellule eucariotiche possiedono diverse
copie della proteina ku. Questa proteina svolge molte e differenti funzioni
cellulari: essa & infatti coinvolta nel controllo della trascrizione e replicazione
del DNA, nella ricombinazione V (D) J e nello switch isotipico (70-72). Topi
knock-out per la proteina ku80 mostrano una severa immunodeficienza
combinata dovuta all' arresto della maturazione dei linfociti T e B (73-76). Ku
¢ in grado di legarsi non solo alle estremita libere del DNA ma anche ad altre
modificazioni del doppio filamento, come forcine, nicks e gaps. Ku & capace di
traslocare lungo la molecola del DNA in maniera ATP-indipendente (77-79).
Questa proprietd assieme ad una debole attivita elicasica potrebbe
consentire a ku di aprire la doppia elica in prossimita del sito del danno che
viene quindi riparato attraverso I' appaiamento di brevi sequenze omologhe
presenti sui filamenti complementari (80,81). I dati disponibili a sostegno di
questa ipotesi sono tuttavia ancora molto controversi. Alternativamente nella
NHEJ ku potrebbe avere il compito di proteggere le estremita del DNA dall’
attacco delle esonucleasi (82,83). Tuttavia, |' osservazione che intermedi
intatti della ricombinazione V (D) J si acumulano in cellule difettive per DNA-
PKcs e per ku80, non sembrerebbero confermare questa ipotesi. Ku potrebbe
altresi allineare le estremita del DNA per facilitare la loro congiunzione,
interagendo direttamente con altre proteine coinvolte nella riparazione
(84,85). E' stato infatti descritto in vivo un' attivita di legame di ku con la
DNA ligasi IIT (86). Comunque, ku e la componente responsabile del legame al
DNA della DNA-PK la quale, come attestato dalle evidenze disponibili, ha un
ruolo chiave nel riconoscimento del danno, nella regolazione coordinata di
altre funzioni correlate e nella riparazione. Studi cristallografici mostrano
che la DNA-PKcs possiede un canale aperto abbastanza largo da accomodare

DNA a doppio filamento (87,88), e che la struttura di ku legato al DNA
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evidenzia che il complesso ha un anello aperto nel quale si inserisce il doppio
filamento di DNA (89). In base a studi in vitro con proteine purificate o con
estratti cellulari, si pensa che ku inizialmente si leghi alle estremita libere
del DNA, traslochi di un giro di elica lungo il filamento di DNA, e
successivamente recluti la DNA-PKcs e ne stabilizzi il legame al DNA (Fig.1)
(90-92). La DNA-PKcs puo bloccare le due estremita della dsb in un
complesso contenente due molecole di DNA-PKcs, quindi, una funzione della
DNA-PK nella riparazione delle dsb potrebbe essere quella di avvicinare le
estremitd della rottura e facilitarne il legame (93). L' altra funzione del
complesso DNA-PK e reclutare, e probabilmente attivare, proteine coinvolte
nella modificazione e nel legame delle estremita del DNA. L' assemblamento
coordinato di ku e DNA-PKcs sul DNA ¢é sequito dal reclutamento del
complesso DNA ligasi IV-XRCC4 che ¢ responsabile della fase di legame delle
estremita libere del DNA (94-97). Il complesso DNA-PK fosforila la proteina
XRCC4 in vitro e la fosforilazione di XRCC4 in vivo indotta dalle radiazioni
ionizzanti e dipendente dalla presenza di DNA-PK (98,99). Il coinvolgimento
di queste proteine nel NHEJ & stato confermato con la generazione di topi
knock-out. Mutanti difettivi dei geni codificanti DNA-PKcs, ku70, ku80,
XRCC4 e DNA ligasi IV mostrano una inefficiente riparazione delle dsb, un’
aumentata sensibilita alle radiazioni ionizzanti e sono difettivi nella capacita
di esplicare una corretta ricombinazione V (D) J (100-103). Durante la NHEJ,
la fase di legame delle estremita del DNA puo essere preceduta da un
processo di modificazione delle estremita del DNA cosi da generare
estremitd che siano compatibili con la fase successiva di legame. In questo
processo sono coinvolte numerose proteine con attivita esonucleasica,
endonucleasica, polimerasica ed elicasica (104). Due di queste proteine
vengono regolate dalla fosforilazione indotta dal complesso DNA-PK: 1) la

WRN una elicasi/endonucleasi la cui carenza induce una grave sindrome
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caratterizzata da invecchiamento precoce (105), e 2) la nucleasi Artemis
deficiente nei SCID (106). Un passo avanti molto importante nella
comprensione della riparazione delle dsb e stato compiuto recentemente con
la scoperta che la DNA-PKcs ¢ in grado di autofosforilarsi in vivo in risposta
a lesioni del DNA. La fosforilazione della DNA-PKcs in risposta alle radiazioni
ionizzanti é stata dimostrata con I' uso di anticorpi che riconoscono la forma
fosforilata in Thr2609 della DNA-PKcs (107). La fosforilazione della DNA-
PKcs & molto rapida, avviene entro pochi minuti dall' irraggiamento e molecole
fosforilate in Thr2609 formano foci nel sito di rottura, evidenziando che I
evento di fosforilazione & parte integrante della risposta precoce alla

formazione di dsb.

1.2.6 Diverse altre funzioni del complesso DNA-PK nei mammiferi
Il complesso DNA-PK & coinvolto in molti processi (Fig. 2). Esso, come visto,

svolge un ruolo rilevante nella NHEJ ed ¢é implicato nella risposta alle dsb;
inoltre, e attivo nella protezione dei telomeri, nel signaling dell’ apoptosi e

solo recentemente si & scoperto essere coinvolto nell’ immunita innata.

16



Viral inlectian
L ]

ANV AN/ AN/ AN ANV ANVIANY/ B nun ]
DNA double-strand breaks Excessive DNA damage At chromosome ends Bacterial DNA
[T T¥ -
Critically short telomeres "
____.-"'
= e
‘,-*

DMA-dependent protein kinase

.
ol

DMNA REFPAIR APOPTOSIS TELOMERES INNATE IMMUNITY
1. Synapsis of DNA ands. 1. Phosphorylation of p53. || 1. Telemere capping. || 1, Bacterial DNA:
Phospherylation of IKK
2. Autophosphorylation: 2. Induction of programmed| | 2. Telomere length and Induction of IL-6 & IL-12,
Required for efficient NHEJ. cell death. maintenance.
2, Wiral infection:
3. Recruitment and phosphory- Phosphorylation of IRF3
lation of DNA-repair proteins. and induction of IFM=-x & -f.

Figura 2: i diversi ruoli della DNA-PK nelle cellule di mammifero

Mentre la cellula deve rispondere rapidamente ed efficacemente alla
formazione dei danni del DNA, allo stesso tempo deve evitare di riconoscere
e frattare le estremitd dei cromosomi come delle dsb. I telomeri sono infatti,
delle strutture nucleoproteiche specializzate atte a proteggere le estremita
dei cromosomi. Paradossalmente, componenti del complesso DNA-PK sono
anche presenti nei telomeri, dove svolgono un ruolo nella formazione del
capping delle estremita del cromosoma cosi da evitare che queste vengano
riconosciute erroneamente come dsb. E' stato dimostrato che ku e presente
nei telomeri sia del lievito (108), che nelle cellule di mammifero (109-111) con
il compito importante di prevenire la fusione di estremita di cromosomi
diversi (112-114). Anche la DNA-PKcs e presente nei telomeri (115) con
funzioni paragonabili a quelle di ku.

Assieme alla riparazione, esistono altre due risposte cellulari molto

importanti che sono indotte dalle dsb: 1) il blocco del ciclo cellulare, che
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permette che la cellula abbia tempo sufficiente per riparare il danno subito,
e 2) I' apoptosi, che elimina le cellule che hanno subito un grave insulto e che
percio non possono essere riparate efficacemente. La capacita che ha la
cellula di attivare il meccanismo di morte programmata in risposta al danno
del DNA ¢ di estrema importanza per scongiurare |' insorgenza di formazioni
neoplastiche (116). Il complesso DNA-PK non sembra avere un ruolo
fondamentale nel signaling verso i componenti del complesso del ciclo
cellulare, ma al contrario, gioca un ruolo importante nel signaling dell’
apoptosi. L' apoptosi indotta da raggi X in timociti murini, dipendente da p53,
diminuisce in maniera significativa in carenza di DNA-PK (117). II ruolo della
DNA-PK nell' attivare, mediante p53, il processo di morte cellulare, non si
limita all' apoptosi indotta da radiazioni ionizzanti, ma si estende anche a
quella implicata dall' eccessivo accorciamento dei telomeri (118,119). Mentre
nelle fasi precoci dell' apoptosi il complesso DNA-PK ha una funzione
regolatrice, nelle fasi successive diviene il bersaglio di proteasi, e la
degradazione delle proteine fondamentali nella riparazione del DNA potrebbe
essere importante nella soppressione dei segnali anti-apoptotici (113).
Inoltre, il complesso DNA-PK sembra essere direttamente coinvolto nell’
immunita innata con funzione di attivarla a seguito di DNA batterico e/o
infezioni virali. II DNA batterico allerta I' immunitd innata attivando
macrofagi, monociti e cellule dendritiche e porta alla produzione di citochine
proinfiammatorie come IL-6 e IL-12. L' attivazione di queste citochine a
sequito della presenza di DNA batterico & difettiva in topi DNA-PKcs™". La
proteina DNA-PKcs puo legare DNA batterico e fosforilare, percio, la
subunita p di IKK attivando la via di trasduzione del segnale che porta all’
attivazione di NF-KB e alla successiva induzione della produzione di IL-2 e
IL-12 (117). Inoltre, a seguito di infezione virale, il complesso DNA-PK viene

attivato, e mediante successiva fosforilazione viene stabilizzato il fattore di
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trascrizione IRF-3 con conseguente produzione di IFN a e p nelle cellule

infettate (118).
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2 SCOPO DELLA TEsI

Poche informazioni sono ad oggi disponibili sui meccanismi di riconoscimento e
di riparazione del danno al DNA in linfociti umani e murini. Difetti delle
proteine coinvolte nel riconoscimento e nella riparazione del danno al DNA
potrebbero causare importanti alterazioni, non solo nella risposta alle lesioni
del materiale genetico, ma anche nella risposta del sistema immunitario agli
agenti patogeni. Il legame che intercorre tra la risposta immunitaria e la
durata della vita, dimostrato da lavori svolti sia nel topo (119,120) che nell’
uomo (121), ci hanno indotto a studiare ed analizzare i possibili cambiamenti
della risposta del DNA in cellule del sistema immunitario durante [
invecchiamento. In particolare, poiché il principale meccanismo di riparazione
del DNA nelle cellule di mammifero coinvolge il complesso proteico DNA-PK,
diversi autori hanno dimostrato in lavori precedenti, svolti sia su PBMC che su
linfociti T naive e memory (122,123), che esiste una differente distribuzione
tra citosol e nucleo, ed una diversa attivazione dei componenti del complesso
proteico DNA-PK in cellule purificate da soggetti giovani ed anziani. Nella
riparazione del danno radioindotto, tuttavia, non & stato ancora determinato
se, le differenze riscontrate siano dovute ad un difetto del sistema di
riparazione nel soggetto anziano, oppure se dipendano da una diversa cinetica
di attivazione e mobilizzazione delle proteine coinvolte. Lo scopo di questo
lavoro & stato, pertanto, quello di determinare, su linfociti umani e murini, la
cinetica di riconoscimento e di riparazione del danno radioindotto al DNA, e
di studiare la differente espressione e attivazione della proteina del
complesso DNA-PK maggiormente coinvolta nei processi di riparazione (ku80)
in PBMC ed in cellule linfocitarie murine purificate da soggetti giovani ed

anziani.

20



3 MATERIALI E METODI

3.1 Soggetti
Nella prima fase dello studio, condotto sull’ uomo, i linfomonociti (peripheral

blood mononuclear cell, PBMC) sono stati purificati da campioni di sangue
periferico di donatori volontari di etd compresa tra i 20 ed i 35 anni, reperiti
presso I'Unitd Ematologia dell’ Universita Cattolica di Roma e da soggetti
anziani di eta compresa tra i 70 e i 95 anni e residenti nella Casa di Riposo
Roma ITT.

Nella seconda fase dello studio, condotto sulla specie murina, sono stati
analizzati linfociti isolati dalla milza di topi C57BL/6 provenienti dalla Charles
River e suddivisi per gruppi di eta in topi giovani (2 mesi) e topi vecchi (12

mesi).

3.2 Cellule e procedimento di irraggiamento

3.2.1 Modello umano

I PBMC sono stati ottenuti dai campioni di sangue eparinizzato dopo
centrifugazione per gradiente di densita su Ficoll-Isopaque (Lymphoprep R,
Nycomed A.S, Norvegia) come descritto da Boyum (124). I PBMC alla
concentrazione di 107/ml sono stati distribuiti in piastre di coltura, irraggiati
con 2 o 5 Gy di raggi X, o non irraggiati. La macchina a raggi X (Gilardoni,
Ttalia) opera a 250 kV, 15 mA, con un filtro di Cu dello spessore di 0.5 mm,
emettendo 1.4 Gy/min alla distanza di 50 cm dal fuoco. Dopo I' irraggiamento,
le cellule sono state raccolte dalla piastra di coltura, lavate con terreno
semplice e poi risospese in terreno di coltura completo composto da RPMI
1640 (GIBCO, Grand Island Biological Co, NY, USA); 10% di siero fetale di
vitello (Seromed, Germania), 10 pg/ml di gentamicina (EUROBIO; Francia) e 2
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mM di L-Glutammina (Flow Labs, Scozia, GB). Le cellule (10’/ml) sono state
lasciate senza stimolo in colfura o sono state stimolate con
fitoemoagglutinina (phitoemoagglutinin, PHA, GIBCO) alla concentrazione
finale dell' 1.2%. Le colture sono state incubate a 37°C. Alla fine dell
incubazione, le cellule sono state lisate e separate in tre aliquote per ogni
punto sperimentale. Le tre aliquote sono state utilizzate per la preparazione
degli estratti proteici citoplasmatici e nucleari, per |' esecuzione del Comet

Assay e per la marcatura in immunofluorescenza.

3.2.2 modello murino
Nella fase iniziale della ricerca sul modello murino, sono stati messi a punto i

metodi di analisi usando linfociti splenici di topi giovani (2 mesi di eta), per
poi compararli con quelli di topi vecchi (12 mesi di eta).

Queste cellule sono state esaminate per determinare il danno spontaneo e
radioindotto del DNA mediante visualizzazione con anticorpi fluorescenti
anti-istone fosforilato y-H2AX.

Le cellule alla concentrazione di 107/ml sono state distribuite in piastre di
coltura, irraggiate con 1 Gy di raggi X o non irraggiate. La dose di raggi X
rispetto a quella utilizzata nell' uomo & stata inferiore perché da tests di
laboratorio effettuati si & visto che gia con quella quantita di radiazione si
ottenevano risultati paragonabili a quelli umani (Fig. 3). Dopo I' irraggiamento
le cellule sono state raccolte dalla piastra di coltura, lavate con terreno
completo composto da RPMI 1640 (6IBCO, Grand Island Biological Co, NY,
USA); 10% di siero fetale di vitello (Seromed, Germania), 10 wg/ml di
gentamicina (EUROBIO; Francia) e 2 mM di L-Glutammina (Flow Labs, Scoziag,
GB), e risospese con terreno completo. Da entrambi i gruppi di cellule

(irraggiate e di ctrl) sono state prelevate delle aliquote e, per valutarne il
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danno e la riparazione a tempo O e dopo 24h, sono state marcate con il
marcatore di morte cellulare ioduro di propidio (IP).

Ogni gruppo di cellule (O e 1 6y) & stato diviso in 4 gruppi sperimentali per
studiare la cinetica di riparazione a t0, 5, 15 e 30 minuti dopo I
irraggiamento, ed & stato aggiunto LPS 2ug/ml e messo in incubazione a
37°C. Alla fine dell' incubazione, le cellule sono state lavate con PBS 1X e
separate in tre aliquote per ogni punto sperimentale. Le fre aliquote sono
state utilizzate per la preparazione degli estratti proteici citoplasmatici e

nucleari, e per la marcatura in immunofluorescenza.

23



No gray 0,25 gray 0,50 gray

] o &
o™ ™ ™
£ £ | £
2 g g
w w w
o 1023 “o 1023 “o 1023
Pi P P
0,75 gray 2 gray
& S
t £
& 2
“o 1023 B o
Pl Pl
@
™
E |
2
w
0 1023
Pi

Figura 3: vitalita degli splenociti irraggiati a dosi crescenti di raggi X

3.3 Alkaline Single cell gel assay ( COMET Assay)
Il test & stato eseguito seguendo il protocollo scritto da Singh (125). Le

cellule (1.5 x 10° cellule/vetrino) sono risospese in 0.7% (v/v) di low-melting
point agarosio (Bio-Rad Lab., CA, USA), e disposte fra uno strato inferiore di
normal-melting point agarosio (Bio-Rad) allo 0.5% (v/v) e uno strato superiore
di low-melting agarosio allo 0.7% (v/v) su un vetrino da microscopio (Carlo

Erba, Milano, Italia). I vetrini cosi preparati sono stati immersi in una

24



soluzione di lisi (NaCl 2.5 M, NazEDTA 100 mM, Tris 10 mM pH 10, DMSO
10%, Triton X-100 1%) per 1h a 4°C. Al termine della lisi, i vetrini sono stati
disposti in una camera elettroforetica orizzontale ed immersi nel buffer
freddo per elettroforesi alcalina (NaOH 300 mM, Na;EDTA 1 mM pH > 13). T
vetrini vengono lasciati equilibrare nella soluzione di corsa per 25 minuti a
4°C per permettere lo svolgimento del DNA e I' evidenziazione del danno. La
corsa elettroforetica avviene a 4°C per 25 minuti, a 30 V (1V/cm) e a 300
mA, usando un alimentatore Bio-Rad 300. Finita la corsa, i vetrini vengono
lavati con un buffer neutralizzante (Tris-HCI 0.4 M pH 7.5), e marcati con
una soluzione di bromuro di etidio (12 pg/ml, Sigma) ed infine esaminati con
un ingrandimento finale di 200X con un microscopio fluorescente Olympus
equipaggiato di una lampada al mercurio da 100 W. Le immagini sono state
acquisite mediante una telecamera monocromatica CCD (Cohu Electronic
Division, San Diego, CA, USA).e successivamente analizzate tramite un
software (Delta Sistemi, Roma, Italia) in grado di acquisire immagini,
calcolarne | integrale del profilo dell' intensita di fluorescenza per ciascuna
cellula, calcolarne la componente di fluorescenza dovuta al DNA presente
nella testa e nella coda di ciascuna cometa, e quindi calcolarne tutta una serie
di parametri derivati che rendono la misura della quantita dei danni presenti.
Duecento cellule distribuite su 2 vetrini sono state analizzate per ciascun
punto sperimentale. I risultati sono espressi come media della lunghezza della

coda (mean tail).

3.4 Preparazione degli estratti citoplasmatici e nucleari
Al termine dell' incubazione, le cellule sono state centrifugate a 350g in una

centrifuga Beckman TJ-6. Per allestire gli estratti citoplasmatici, i sedimenti

sono stati risospesi e lisati in 0.5 ml di tfampone per lisi (Hepes 20 mM pH
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7.9, KCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, MgCl; 1.5 mM, PMSF 1 mM, NaF
200 mM, NazP.0; 1 mM) e poi tenuti in ghiaccio per 20 minuti.
Successivamente sono stati aggiunti 25 pl di Nonidet P-40 (10%) e
immediatamente agitati. Gli omogenati sono stati poi centrifugati a 12000g in
una microcentrifuga per 45 secondi a 4°C. I sopranatanti contenenti gli
estratti citoplasmatici sono stati prelevati e conservati a -80°C. I sedimenti
contenenti i nuclei sono stati frattati per ottenere gli estratti nucleari. I
nuclei sono stati lisati tramite un tampone di estrazione NaCl (Hepes 20 mM
pH 7.9, NaCl 420 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, MgCl>, 1.5 mM, PMSF 1 mM,
NaF 200 mM, NazP.07 1 mM e glicerolo 25%). La sospensione ¢ stata incubata
in ghiaccio per 30 minuti e poi centrifugata a 12000g in una microcentrifuga
per 5 minuti a 4°C. Le aliquote degli estratti nucleari sono state conservate a
-80°C. Il contenuto proteico degli estratti citoplasmatici e nucleari & stato

determinato mediante saggio di Bradford (126).

3.5 Western Blotting
Per valutare la quantita della proteina ku80 nel citoplasma e nel nucleo dei

PBMC e nei linfociti splenici murini, gli estratti citoplasmatici e nucleari ad
uguale concentrazione proteica sono stati denaturati mediante ebollizione in
soluzione denaturante (0.6% SDS, 0.1 M TRIS-HCI pH 6.8, 37.8% glicerolo,
18.2% p-mercaptoetanolo, 0.005% blu di bromofenolo) e sottoposti ad SDS-
PAGE utilizzando un gel di poliacrilammide al 7.5% in condizioni denaturanti.
Il tampone di corsa elettroforetica & costituito da Tris-HCl pH 8.9 25 mM,
glicina 200 mM ed SDS 0.1%. Le proteine sono state poi elettrotrasferite su
filtro di PVDF (Immobilion-P 0.45 pm, Millipore) a 30V per una notte a 4°C in
tampone di trasferimento (Tris-HCI pH 8.9 25 mM, glicina 200 mM). T siti

non occupati da proteine sono stati bloccati incubando le membrane con Tris-
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HCl pH 7.5 20 mM, NaCl 137 mM, Tween-20 0.1% contenete BSA al 5% per 1h
a femperatura ambiente. Le membrane sono poi state incubate con anticorpi
policlonali contro la proteina ku80 umana e murina (Serotec rispettivamente
APH316 e APH 317). L'anticorpo policlonale anti ku80 e il monoclonale contro
la p-actina (SIGMA, clone AC-15, A5441) sono stati utilizzati come controlli
di caricamento per i campioni rispettivamente degli estratti nucleari e
citoplasmatici. Dopo 1h di incubazione con |' anticorpo primario, gli immunoblot
sono stati sviluppati utilizzando un anticorpo secondario coniugato alla
fosfatasi alcaling, e il substrato ECF (Amersham) é stato usato per sviluppare
la reazione (chemiofluorescenza). La fluorescenza e stata acquisita mediante

il phosphoimager/fluorimager STORM840 (Molecular Dynamics).

3.6 Immunofluorescenza
Il saggio ¢ stato eseguito come descritto da Lobrich (127), al termine dell

incubazione, le cellule (1 x 10° per ogni punto sperimentale) sono state
prelevate e fissate mediante sospensione in soluzione di paraformaldeide al
4% per 10 minuti a temperatura ambiente. Al termine dell' incubazione in
paraformaldeide, le cellule sono state lavate per 2 volte con PBS 1X e
successivamente risospese alla concentrazione di 10° cellule/ml, 100 gl di
questa sospensione sono stati poi distribuiti su vetrini portaoggetti (Carlo
Erba) precedentemente trattati con polilisina (Sigma). Dopo aver mantenuto i
vetrini a temperatura ambiente per lh per permettere |' adesione delle
cellule alla polilisina, i vetrini sono stati incubati 5 minuti a temperatura
ambiente con PBS 0.2% Triton X-100 per permeabilizzare la membrana
cellulare. T PBMC sono stati poi incubati con |' anticorpo primario rabbit-anti-
y-H2AX (Trevigen) per 1h a temperatura ambiente. L'anticorpo & stato

sciolto alla diluizione 1:250 in PBS contenente 5% di BSA. Successivamente i
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vetrini sono stati incubati con I' anticorpo secondario (Anti-rabbit-Alexa
Fluor 488, Molecular Probes) e lasciati in incubazione per 1h a temperatura
ambiente. Si & aggiunto poi su ciascun campione il DAPT diluito 1:5000 in PBS
per 2 minuti per mettere in evidenza il DNA. Al termine di ogni incubazione i
vetrini sono stati lavati 3 volte in PBS. Infine su ogni campione si & aggiunto il
Mounting Buffer (glicerolo al 70% in PBS) e si e coperto con vetrino
coprioggetti. Le immagini sono state acquisite con un microscopio a
fluorescenza (Leica) ad un ingrandimento di 60X. Sono state acquisite 100

cellule per ogni punto sperimentale.
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4 RISULTATI

4.1 Modello umano

4.1.1 Riparazione del DNA in PBMC di soggetti giovani ed anziani
La riparazione del DNA ¢ stata valutata a livello di singole cellule mediante la

visualizzazione dei siti di danno in immunofluorescenza con anticorpi
fluorescenti diretti contro la forma fosforilata dell’ istone H2AX presente

nei siti nucleari di riparazione delle dsb (foci di riparazione).

Mo Ry

a Gy

Figura 4: Foci di riparazione in PBMC irradiati con diverse dosi di raggi X. Soggetti
giovani

Per verificare la dipendenza del numero di foci di riparazione rispetto alla
dose di raggi X somministrati, i PBMC purificati da soggetti giovani e anziani
sono stati esposti a dosi crescenti di 1, 2 e 5 Gy di RX o non trattati. Ad 1h
dall' irraggiamento le cellule sono state analizzate per valutare il numero di
foci formatesi. I risultati (Fig. 4 ) mostrano che i foci di riparazione

aumentano progressivamente con la dose di raggi X con cui sono state

29



trattate le cellule. T foci di riparazione sono, inoltre, sebbene in numero
esiguo, presenti anche in cellule non trattate, probabilmente a dimostrazione
di riparazioni del DNA a seguito di rotture fisiologiche.

Ci si & soffermati quindi a valutare la formazione di foci di riparazione in
PBMC irradiati solo con la dose maggiore di raggi X (5 Gy). Le cellule
irraggiate di soggetti giovani e anziani sono state mantenute in coltura per
tempi crescenti (15', 1h, 3h e 5h) e successivamente analizzate, mentre per i
soggetti anziani i tempi di incubazione sono stati solo di 1h e 3h. I risultati
mostrano che in cellule di soggetti giovani (Fig. 5) il trattamento con i raggi X
induce rapidamente la comparsa dei foci di riparazione. I foci, presenti solo
in misura ridotta in cellule non irraggiate, sono infatti presenti in numero
elevato gia subito dopo I' irraggiamento e permangono in maniera molto
evidente fino ad 1h dall' irraggiamento, per poi diminuire a tempi maggiori

fino a scomparire a 5h.

Mo R 16 min

Figura 5: Foci di riparazione in PBMC irraggiati di soggetti giovani

Diversamente dai giovani, nei soggetti anziani (Fig. 6) i foci sono presenti e

ben evidenti anche in cellule non irraggiate, ed il frattamento con i raggi X ne
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induce un aumento sensibile anche se non cosi evidente come avviene nei
PBMC di soggetti giovani. Inoltre i foci indotti in sequito al trattamento con i

raggi X permangono fino a 3h dopo il frattamento.

No Rx 1h 3h

Figura 6: Foci di riparazione in PBMC irraggiati di soggetti anziani

Concludendo, i foci di riparazione radioindotti compaiono piu precocemente e
persistono meno a lungo nei soggetti giovani che negli anziani, suggerendo che

I"invecchiamento ritarda i processi di riparazione del DNA.

4.1.2 Danni del DNA in PBMC di soggetti giovani ed anziani
I danni del DNA indotti dal frattamento con i raggi X in PBMC di soggetti

giovani ed anziani sono stati determinati ed analizzati mediante il test della
COMETA. T risultati (Fig. 7) mostrano che il frattamento con una dose di 5
Gy di raggi X induce al tempo O un aumento dei danni del DNA simile in
entrambi i gruppi dei soggetti analizzati. Negli individui giovani, il danno al
DNA permane costante fino a 3h, mentre negli anziani aumenta ad 1h per poi
diminuire a 3h. Questi risultati indicano che il danno radioindotto al DNA &

pit grande negli anziani che nei giovani.
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Figura 7: Danno del DNA in PBMC purificati da soggetti giovani (g) e anziani (a)

4.1.3 Espressione nucleare e citoplasmatica della proteina ku80 in
PBMC di soggetti giovani ed anziani

Al fine di valutare se le differenze riscontrate nella riparazione tra soggetti
giovani e anziani siano dovute ad una diversa distribuzione intracellulare della
subunitd proteica maggiormente coinvolta nel processo di riparazione (ku80),
si e valutata mediante western blotting, la presenza del componente ku80 del
complesso DNA-PK negli estratti citoplasmatici e nucleari di soggetti giovani

( Fig. 8) ed anziani (Fig. 9).

32



Citoplasma nucleo

...---'- g e=-— - o= B --'-.-------“-----Kuaﬂ

ST Y T T L LT LD Ll Dadadaagrerepepnpupepsrst 1T TRTSIR ST L LT

Onokx ll PHA [ Rx []RxPHA

=

.= 12 .- Ku 80 24 Ku 80

E - :.':' 4

b=t 0.8 15 4

2 12 4

= | od 0z

=} e ” H

< | 0o 00 1 . . . .
_'g Q 15 1h 2h Sh 0 15 1h 3h =h
=

I=

Figura 8: Espressione di ku 80 in PBMC di soggetti giovani

I dati ottenuti evidenziano che la quantita della proteina ku80 & dipendente
dal trattamento ionizzante e dall’ incubazione con la PHA. Nei soggetti
giovani, ' irraggiamento e il trattamento con il mitogeno inducono un
immediato decremento della subunita ku80 negli estratti citoplasmatici. La
presenza di questa proteina nel comparto citoplasmatico si mantiene bassa
sino a 5h dal trattamento ionizzante, eccetto che per il gruppo Rx e PHA a bh
dove & presente un incremento della proteina ku80 paragonabile a quello
espresso in cellule non trattate al tempo 0. Questo decremento potrebbe
suggerire una veloce fraslocazione di ku80 nel nucleo dopo irraggiamento e/o
stimolazione con PHA. Questa ipotesi trova conferma nella determinazione di
ku8O negli estratti nucleari. I dati ottenuti evidenziano infatti, un
incremento molto rapido di ku80 nelle cellule irraggiate, ed un aumento
ancora maggiore nhelle cellule trattate con PHA durante |' incubazione. Anche
la sola stimolazione con il mitogeno porta ad un incremento nell' espressione
di ku80 nel nucleo, sebbene si manifesti con una cinetica pit lenta giacche, il

punto massimo di espressione si ha solo dopo 3h di incubazione diversamente
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dai campioni non trattati col mitogeno in cui il massimo livello di espressione

si ha a soli 15’ dall' irragiamento.
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Figura 9: Espressione di ku 80 in PBMC di soggetti anziani

Nei soggetti anziani, al contrario, la quantita della proteina ku80 presente in

sede citoplasmatica rimane costante ad 1h dall' irraggiamento per poi subire

un decremento sensibile a 3h. Nel nucleo, i dati ottenuti mostrano che a

seguito dell’ irraggiamento vi & una netta diminuizione di ku80, a 1h, mentre a

3h mima livelli del tutto paragonabili a quelli iniziali. II decremento della

proteina ku80 negli estratti nucleari di soggetti anziani potrebbe suggerire

una distruzione della proteina che ha ormai riparato il DNA e a seguire, la

mancata attivazione di una nuova proteina proveniente dal citoplasma
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4.2 Modello murino

4.2.1 Danni del DNA in linfociti di soggetti giovani ed anziani

A seguito dei risultati ottenuti, e delle analisi condotte sull’ uomo, si & deciso
di utilizzare e studiare anche il modello murino, al fine di validare un modello
di riparazione cellulare murina, in soggetti giovani e vecchi, che potesse
essere paragonabile a quello umano, e tale da poter essere usato in futuro per
lo studio delle cellule staminali.

Dopo aver stimolato i linfociti splenici con LPS, il danno spontaneo e
radioindotto da una sorgente di cesio (1 6y di raggi X) del DNA & stato
valutato mediante analisi citofluorimetrica delle cellule colorate con il
marcatore di morte cellulare ioduro di propidio (IP). Subito dopo I' induzione
del danno si osserva una minore percentuale di morte nelle cellule anziane
rispetto a quelle giovani (Fig. 10 A,B). Tuttavia, dopo 24h si nota un recupero
completo dell' integrita del DNA nei giovani, mentre in quelli anziani e solo
parziale (Fig. 10 C,D) suggerendo che nei soggetti anziani esiste un difetto

nella completa riparazione.
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Figura 10: Valutazione del danno e della riparazione del DNA in linfociti di topi giovani
e vecchi. Cellule non irradiate (A, C) o irradiate con raggi X (B, D) al tempo O (A, B) o
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4.2.2 Riparazione del DNA in linfociti di soggetti giovani ed anziani
Dai dati ottenuti in immunofluorescenza, anche nel fopo, si osserva una

diversa cinetica di riparazione tra i linfociti provenienti da topi giovani (2
mesi) e quelli da topi vecchi (12 mesi).

Nel modello murino i tempi utilizzati per lo studio della cinetica di riparazione
cellulare sono stati minori rispetto al modello umano, perché gia dopo pochi
minuti dall’ irraggiamento si & notata la comparsa dei foci di riparazione.

In sequito ad irraggiamento, infatti, si nota nelle cellule degli animali giovani,
la formazione di un numero elevato di foci di riparazione, presenti nel nucleo
subito dopo il trattamento con i raggi X (0-5'); questi diminuiscono trai 15" e
30

Sebbene in numero esiguo, anche nelle cellule non irradiate & stata rilevata la
presenza di foci di riparazione, dovuti ai danni al DNA, causati dai normali
processi metabolici della cellula (Fig. 11 A).

Negli animali vecchi, al contrario, la formazione dei foci di riparazione si
rileva a 15’ per poi raggiungere un massimo a 30’ (Fig. 11 B).

Da questa andlisi € evidente che i foci di riparazione sono presenti in humero
maggiore negli animali vecchi rispetto a quelli giovani, probabilmente ad
evidenziare come i danni cellulari in questi soggetti siano riparati pil

lentamente ed in misura minore durante |' invecchiamento.
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Figura 11: Formazione di foci indotti da raggi X in linfociti murini.Immunofluorescenze
di linfociti di topi giovani (pannelli di sinistra) e di topi vecchi (pannelli di destra) non
irradiati (A) o irradiati con 16y (B), fissate con PFA 1% a tempi diversi dopo I
irraggiamento e poi marcati con yH2AX (verde) e DAPI (blu).



4.2.3 Espressione nucleare e citoplasmatica della proteina ku80 in
linfociti di soggetti giovani ed anziani
Anche nel topo e stata valutata mediante western blotting la distribuzione

citoplasmatica e nucleare della proteina ku80 in cellule linfocitarie di soggetti
giovani (2 mesi) ed anziani (12 mesi). I risultati mostrano che il trattamento
radiante induce nei soggetti giovani, entro i primi 5" dall’ induzione del danno,
una diminuzione di espressione della proteina ku80 nel comparto
citoplasmatico, ed un conseguente aumento di ku80 in sede nucleare (Fig.
12A,C). Al contrario, nelle cellule di topi anziani ku80 & maggiormente
presente nel nucleo trai 15" e i 30 dal trattamento radiante (Fig. 12B,D).

Pertanto, i risultati esposti suggeriscono che le cellule dei fopi anziani,
quando sottoposte ad un danno del DNA, che ne determini rotture a doppio
filamento, iniziano a riparare solo successivamente ai 15' dall' irraggiamento,
mentre nei topi giovani la riparazione & piu precoce ed avviene entro i 15,
suggerendo un ritardo nei meccanismi di riparazione del DNA durante [

invecchiamento.
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Figura 12: espressione della proteina ku 80 in linfociti murini non irradiati o irradiati
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citoplasma (B) o nel nucleo (D) di topi vecchi
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5 DISCUSSIONE

Lo scopo di questa tesi e stato quello di validare un modello di riparazione
cellulare murina in soggetti anziani e giovani, simile a quello umano, tale da
poter essere usato in futuro per lo studio delle cellule staminali.

I meccanismi di reclutamento e di attivazione delle molecole coinvolte nel
riconoscimento e nella riparazione del DNA danneggiato da agenti genotossici
sono ancora ben poco conosciuti. Il complesso DNA-PK sembra possedere un
ruolo di primaria importanza nella complementazione di cellule mutate di
mammifero che sono carenti nella riparazione delle doppie rotture (dsb) del
DNA (128-133). In questo lavoro si analizza il coinvolgimento del complesso
DNA-PK ed il ruolo che esso svolge in risposta alle radiazioni ionizzanti su
PBMC e linfociti purificati da soggetti umani e murini di diversa etd, con
particolare attenzione alla cinetica di uno dei componenti maggiormente
coinvolto del complesso (ku80) in seguito all' irraggiamento. Negli esperimenti
condotti su PBMC di diversi soggetti sono state utilizzate dosi crescenti (1 o
5 Gy) di raggi X che generano una modesta quantita di rotture del DNA con
maggiore probabilita di un' accurata riparazione. Con dosi maggiori di
irraggiamento, anche la frammentazione del DNA & maggiore con conseguente
attivazione di meccanismi molecolari come il mismatch repair e I' apoptosi. I
nostri risultati dimostrano che la proteina ku80 mantiene la capacita di
legare il DNA in cellule umane e murine non irraggiate durante [
invecchiamento. Questo dato e di grande importanza poiche ku & implicato
non solo nella riparazione delle dsb ma anche in diversi altri meccanismi
cellulari, quali la protezione dei telomeri, e la ricombinazione V (D) J,
entrambi correlati con |' invecchiamento. Inoltre, a seguito delle radiazioni
ionizzanti, |' attivazione di ku, in fermini di legame al DNA, risulta essere

diversa tfra individui giovani ed anziani. Infatti, conseguentemente al
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trattamento con i raggi X i danni causati al DNA, evidenziati dai risultati
ottenuti nel modello umano mediante il saggio COMET, sono maggiori negli
anziani, e |I' attivita stessa di legame al DNA aumenta a seguito dell’
irraggiamento nei soggetti giovani con una cinetica molto veloce che mostra
un picco massimo dopo 1lh dall' irraggiamento seguito da una diminuzione a
tempi successivi; nei soggetti anziani, invece, i raggi X inducono una riduzione
a 1h e un successivo aumento a 3h senza comunque mai superare i livelli delle
cellule non trattate di controllo; analogamente nel modello murino subito dopo
I induzione del danno, si osserva in citofluorimetria, una minore percentuale
di morte cellulare negli animali anziani rispetto a quelli giovani, tuttavia, dopo
24h si nota un recupero completo dell' integrita del DNA nei giovani, mentre
in quelli anziani & solo parziale suggerendo che nei soggetti anziani esiste un
ritardo nella completa riparazione.

Questi dati sembrerebbero dimostrare che nei soggetti anziani possa essere
presente un difetto nell' attivazione del complesso DNA-PK in seguito all’
induzione di dsb. Questa ipotesi & validata dai dati ottenuti tramite
immunofluorescenza. Con la determinazione dei foci hucleari in cui & presente
la forma fosforilata dell' istone H2AX & possibile determinare la formazione
dei foci di riparazione in seguito al frattamento con raggi X. I risultati
dimostrano chiaramente una diversa cinetica di riparazione tra i PBMC e i
linfociti purificati da soggetti giovani e quelli da soggetti anziani. I dati
presentati mostrano che esiste, nel modello umano, una differenza
significativa gia nelle fasi iniziali di riconoscimento del danno del DNA
radioindotto, poiché nonostante i PBMC dei soggetti anziani subiscano
maggiori danni dal trattamento con i raggi X, il numero di foci ad 1lh &
inferiore rispetto a quello presente nei soggetti giovani. Inoltre, mentre nei
soggetti giovani a 3h dall' irraggiamento gran parte dei foci scompare,

evidenziando la probabile avvenuta riparazione del danno, negli anziani, allo
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stesso tempo di trattamento i foci sembrano essere presenti anche in
numero maggiore rispetto a quelli visibili dopo 1h, suggerendo che il processo
di riparazione & ancora in corso; analogamente anche nel modello murino, in
seguito ad irraggiamento si nota, nelle cellule degli animali giovani, la
formazione di un numero elevato di foci di riparazione, presenti nel nucleo
subito dopo il trattamento con i raggi X (0-5'); questi diminuiscono trai 15 e i
30

Negli animali vecchi, al contrario, la formazione dei foci di riparazione si
rileva a 15' per poi raggiungere un massimo a 30'. Sebbene in numero esiguo,
anche nelle cellule non irradiate e stata rilevata la presenza di foci di
riparazione, dovuti ai danni al DNA, causati dalle normali rotture del DNA
nella cellula.

I dati ottenuti in immunofluorescenza sembrano, quindi, dimostrare che i
PBMC e le cellule linfocitarie purificate da soggetti anziani presentano una
diversa cinetica di riparazione delle dsb, e che questo comportamento puo
essere probabilmente dovuto ad un difetto di attivazione del complesso
DNA/PK tramite la sua subunita regolatoria ku. Per chiarire se le differenze
riscontrate siano attribuibili ad una diversa quantita o ad una differente
distribuzione cellulare di ku80 (la proteina maggiormente coinvolta nei
processi di riparazione), siamo andati a studiare |' espressione di questa
proteina nel nucleo e nel citoplasma di PBMC e di cellule linfocitarie murine
irraggiate. I risultati mostrano come nei PBMC umani di soggetti giovani e in
quelli di soggetti anziani esiste una diversa mobilizzazione e una differente
espressione di ku80 in risposta al frattamento radiante. Nei soggetti giovani,
infatti, I irraggiamento porta ad una rapida diminuzione citoplasmatica e ad
un conseguente aumento dell' espressione nucleare di ku80, mentre nei
soggetti anziani questo fenomeno & visibile solo dopo 3h dal trattamento;

anche nel topo, i risultati evidenziano che il trattamento radiante induce nei
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soggetti giovani, entro i primi 5' dall' induzione del danno, una diminuzione di
espressione della proteina ku80 nel comparto citoplasmatico, ed un
conseguente aumento di ku80 in sede nucleare. Al contrario, nelle cellule di
topi anziani ku80 & maggiormente presente nel nucleo tra i 15’ e i 30" dal
trattamento radiante.

Pertanto, i risultati esposti suggeriscono che le cellule dei topi anziani,
quando sottoposte ad un danno del DNA, che ne determini rotture a doppio
filamento, iniziano a riparare solo successivamente ai 15" dall' irraggiamento,
mentre nei topi giovani la riparazione & piu precoce ed avviene entro i 15,
suggerendo un ritardo nei meccanismi di riparazione del DNA durante [
invecchiamento.

Questi risultati inducono ad ipotizzare, che la proteina presente nel
citoplasma abbia un ruolo di deposito e che in seguito alla formazione di dsb
possa fraslocare nel nucleo. Nei PBMC e nelle cellule linfocitarie murine
purificate da soggetti anziani, questa migrazione sembra avvenire molto pit
lentamente, con conseguente riduzione della proteina nucleare, e correlata
diminuzione dell’ attivita di legame dell' eterodimero ku70/80; cio perd non
spiegherebbe il ridotto numero di foci di y-H2AX. E' evidente, quindi, che i
PBMC e le cellule linfocitarie di soggetti anziani sono carenti nei meccanismi
che conducono ad un rapido riconoscimento e ad una efficiente riparazione
delle dsb.

Recenti osservazioni (114,115) hanno anche dimostrato il ruolo fondamentale
che la DNA-PK gioca nell' apoptosi. Il blocco del ciclo cellulare indotto dal
danno del DNA puo risolversi nella riparazione del materiale genetico e di
conseguenza hella rimozione del blocco del ciclo, quando la riparazione e
completa. Percio, la diversa quantita della proteina ku80 componente il
complesso DNA-PK che esiste tra soggetti giovani ed anziani potrebbe

comportare una differente efficienza di induzione dell' apoptosi a seguito
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della formazione di dsb con conseguente accumulo nelle cellule di soggetti
anziani di alterazioni del genoma e una maggiore probabilita di sviluppo di
tumori. Resta da valutare, quindi, se il trattamento con una dose di raggi X in
grado di indurre apoptosi, provochi una differenza nella percentuale di cellule
apoptotiche tra soggetti giovani e anziani.

Dai risultati ottenuti in questa tesi emerge evidente che, sebbene con lievi
differenze, il modello murino ricalca quello umano nella cinetica di riparazione
del danno radioindotto. Questo studio porta quindi ad ipotizzare che il
modello murino, mimando quello umano, possa essere il candidato ideale per

futuri studi ed applicazioni sulle cellule staminali.
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