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INTRODUZIONE

Il cancro € caratterizzato da una proliferazione incontrollata di
cellule con un'invasione dei tessuti circostanti e metastasi negli
organi distanti. Questo set di comportamenti richiede una grande
manipolazione dei meccanismi di replicazione € metabolici della
cellula, uno dei processi fondamentali € la «mRNA translationy. E’
un argomento ampiamente approfondito nel corso degli anni
specialmente la correlazione con la tumorogenesi, ma nuove
ricerche verso il mondo delle upstream open reading frames
(UORFs) dimostrano come questi piccoli fattori ignorato possano
essere al centro di meccanismi di regolazioni per la lotta contro |l
Cancro.



UORFs: agenti regolatori

5'UTR ———= —=— Major ORF —= —=—

largamente ignorati

* | overlap-uORF

» Gli UORFs sono una classe di elementi cis regolatori presenti uAUG  Stop | mAUG
a monte della sequenza codificante altamente conservati, \ // s i
caratterizzati da corte sequenze all’interno della regione Inimepboe Site

Upstream ORFs (uORFs)

5'UTR presente neglimRNA.

» GlIli uORF sono correlati a livelliridofti di espressione
proteica poiché riducono |'efficienza dell'inizio della
traduzione dell'ORF principale a valle (CDS), Tuttavia, in
risposta allo stress cellulare, la presenza di UORF puo
promuovere |'aumento dell’espressione di alcuni mRNA
legati allo stress (stress-related mMRNA)

» 49% del frascrittoma umano contiene almeno un uORF

S'UTR |-|_‘|'I..'_'j[|l intj

Mature Reviews | Molecular Cell Biol

» Gli uORF sono correlati in geni oncogeni



Possibili interazioni tra uORF e
RIBOSOMA

» Le intferazioni tra uORF e ribosomi durante |o

SCANNING vanno ad determinare il possibile Lisciesi
effetto inibitorio delle UORF: LN
LEAKY SCANNING
REINITIATION Ribosome
Elongation Stall
STALLING
PREEIMPTIVE REINITIATION
lssotaton
Non tutti gli UORF vengono tradotti, sono state
scoperte dlverse carafteristiche per una traduzione —
SG'@HIVCI ranslation Past the

CDS Start Codon

I Forte consenso UAUG
I.  Conservazione evolutiva

. Maggiore distanza dal cap -l
V.  Presenza di molteplici uORF nella regione 5’




LE MICROPROTEINE: mini-regolatori
biologici
Oltre al ruolo regolativo della traduzione, le uUORFs fraducono le
cosiddette «microproteiney (0 micropeptidi)> >130 A.A.

1. Microproteine VS “piccole proteine” (i peptidi):
Le microproteine mature vs il prodotto di controlli post-traduzionali

2. Mancanza di sequenza segnale N-terminale

3. PEPTOINTERRUTTORI: Inibizione della sequenza @
valle bloccando i ribosomi tramite piccole
profeine

MICROPROTEINA E
POMPA DEL CALCIO SERCA



TECNICHE PER IDENTIFICARE
POTENZIALI MICROPROTEINE

nfomatic tools and databases
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MICROPROTEINE CONTRO IL CANCRO

«ll particolare caso della microproteina
MP31»

GLIOBLASTOMA: TUMORE ETEROGENEO

LATTATO
CELLULE TUMORALI PROLIFERATIVE
e = (filoroblasti e cellule fast cycle)
OXPHOS EFFETTO WARLBURG

»MP31, microproteina regolatrice nei processi regolatori di cellule tumorali,
glioblastoma



1) RIBOSOME PROFILING di 10 campioni di GBM e NB

«RIBOSOME PROTECTED
FRAGMENTS) (RPF)
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UORF putativo>PTEN_3T1AA,

o localizzato nellaregione 5'UTR
18 UORF espressi differentemente del PTEN (-122 a -217)

MP31

MP31 e PTEN sono spesso co-espressi e co-regolati in tessuti di GBM



MP31: MICROPROTEINA REGOLATRICE LOCALIZZATA NEL
MITOCONDRIO

» In una linea cellulare 293T e stato
osservato framite immunoblotting MEFXO VS MEFWT
fodmeﬁlv\PCﬂ herc? effe’r’nvc:men’re)r
radofto e che I'espressione proteica
di MP31 era downregolata in GBM 1. AUMENTO RESPIRAZIONE

rispetto a cellule neurali normali ed MITOCONDRIALE
asfrociti umani. AUMENTO METABOLITI TCA

» Esperimenti di frazionamento AUMENTO LVL ATP
mitocondriale hanno dimostrato la L o o w2

localizzazione del MP31 all’inferno
della maftrice mitocondriale.

MP31 MitoTracker Red Merged

HEATMAP DI METABOLITI NEL METABOLISMO
GLICOLICO; MEFWT VS MEFKO
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MP31 INIBISCE LA PRODUZIONE DI LATTATO
INTRACELLULARE: INTERAZIONE CON mLDH

» Ricercare le possibili interazioni framite LDH/MP31 INTERACTION
immunoblotfing(IB) » Co-localizzazione cellulare Fg

MP31

» Docking molecolare tramite simulazioni
1. Pontfisalini

2. Legamiidrogeno
DOCKING MOLECOLARE

e contact list between the peptide and LDHA
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PROSPETTIVE CLINICHE DEL

MP31:

A seguire uno xenoftrapianto di GBM,
infracranialmente a modelli di fopo nudo
(10 mg/kg; 30 giorni) seguiti da iniezioni di
MP31 ricombinante+DMSO (7° giorno):

| topi hanno dimostrato una percentuale di
sopravvivenza maggiorata con una diminuita
formazione di tumori cerebrali indotti da GBM.
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MP31 peptide
Intracranial injection Intraperitoneal injection




RIASSUNTO

Il tfesto esamina approfonditamente |'utilizzo di elementi regolatori nel processo
traduttivo ed il possibile ruolo chiave nella biologia del cancro. La tesi discute
come viene attuata la regolazione e si focalizza sulle piccole proteine
codificate definite «microproteiney. Viene discussa la loro storia, differenze
sostanziali dai peptidi conosciuti e metodica sperimentale per identfificarle,
viene inoltre osservata una particolare microproteina bioattiva MP31 ed il suo
ruolo regolativo del metabolismo laftico nel flumore maligno Glioblastoma. Le
conclusioni suggeriscono il futuro utilizzo di microproteine come target
terapeutici, portando a significativi progressi nella conoscenza dei meccanismi
biologici di cellule tumorali per la confinua lotta conftro il cancro.

[RIFERIMENTI:

e Gene expression regulation by upstream open reading frames and human ...

e An Upstream Open Reading Frame in Phosphatase and Tensin Homolog ...
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