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Barzano & Zanardo

Uso di MicroRNA-199b-5p in campo medico e diagnostico
La presente invenzione concerne 1’uso di MicroRNA-19%9b-
5p 1in campo medico e diagnostico. In particolare la
presente invenzione concerne 1'impiego di miR199%b-5p
nella terapia anti tumorale e come marcatore dello
stadio istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi.

I MicroRNAs (miRNAs) sonc RNAs a singolo filamento di
circa 22 nucleotidi di lunghezza, che costituiscono una
nuova classe di geni regolatori [1]. Nei mammiferi, i
miRNAS esplicano la loro funzione regolatoria
attraverso 11 legame (in maniera non complementare)
alla regione 3’ non tradotta (3’UTR) dei loro mRNA
targets. Alterazioni nell’espressione dei miRNAs &

stata studiata in diversi tipi di tumori , ad esempio:

linfoma a cellule B (mirR-17) {[2,3], linfomi maligni
(miR-15a, miR-16-1; che hanno come target BCL2) (41,
glioblastomi (miR-21) [5], tumori del colon retto (miR-

143, miR-145) [6], tumori del polmone (miR-29) [7], e
tumori alla mammella (miR-10b) [8], e tanti altri che
sono ancora in studio.

I1 medulloblastomas (MBs) e il piu fregquente tra i
tumori maligni pediatrici. Il MBs sembra originare
dalle cellule staminali e dai precursori dei neuroni
granulari presenti nello strato granulare esterno del
cervelletto [9], o da precursori multipotenti presenti
nella zona ventricolare del cervelletto [10-12].
L"attuale trattamento di guesta neoplasia include la

resezione chirurgica seguita dal trattamento
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radioterapico e chemioterapico. Tuttavia, anche se
questi trattamenti possono migliorare 11 tasso di
sopravvivenza, il MB resta incurabile in circa un
terzo dei pazienti. La principale causa di decesso &
dovuta alla recidiva del tumore dopo resezione clinica,
sulla quale 1’attuale approccio terapatuico non ha
effetti [13]. Inoltre, questi trattamenti sono molto
tossici e comportano danni permanenti [14-16]. Nel
medulloblastoma e quindi di fondamentale importanza,
trovare nuove terapie, efficaci e poco tossiche.

Le cellule di MB hanno un’importante sotto-classe di
cellule con proprieta simili alle cellule staminali,
che sono 1le wuniche capaci di iniziare 1la crescita
tumorale [17,18]. Recenti studi, hanno dimostrato che
sia 1 progenitori che 1le cellule staminali possono
rispondere ai segnali del pathway di Sonic-Hedgehog
(Shh) e possono quindi essere all’origine del MB [19].
L'attivita del pathway di Notch regola i progenitori
delle cellule granulari da cui origina il MB, in
particolare, il gene Notch2 e amplificato nel 15% dei
MBs [12,20]. L’espressione di HESI, il principale gene
responsivo a Notch, previene sia la migrazione dei
progenitori neural che 1’espressione di geni marcatori
neuronali [21]. I +topi knockout per il gene HESI
mostrano una neurogenesi prematura, con up-regolazione
dei fattori di trascrizione neuronali DbHLH e difetti
del tubo neurale [22]; le cellule progenitrici
derivanti da questi topi hanno un potenziale di auto-
rigenerazione difettivo [23].

L’espressione di HES]1 nel MB e stata associata ad una
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prognosi infausta [24]. Inoltre, e stata postulata una
interazione con 1l pathway di Shh durante lo sviluppo
dei  precursori delle cellule granulari [25], ed
interazioni con altri pathways, come quello deli geni
polycomb (BMI-1) [26].

Alla luce di gquanto  esposto  sopra, risulta
pertanto evidente 1’esigenza di poter disporre di
sempre nuovi metodi terapeutici per la prevenzione e
cura del tumori e di metodi diagnostici per valutare lo
stadio istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi.

Gli autori della presente invenzione hanno ora trovato
che 1’espressione del miR-19%-5p e diminuita nei
pazienti metastatici e hanno postulato che questo
processo sia mediato da meccanismi di silenziamento che
avvengano durante la carcinogenesi. Gli autori hanno
cosl identificato un nuovo marcatore molecolare per la
sotto-classe di pazienti con MB a Dbasso rischio.
Infatti, il miR1990-5p inficia la percentuale di
cellule staminali CD133+, che in un modello xenograft
murino di MB si traduce 1in wuna diminuzione della
crescita del tumore nel cervelletto. Pertanto, miR19%b-
5p pud essere vantaggiosamente impiegato come terapia
anti tumorale oltre che come marcatore dello stadio
istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi.

In uno screening di linee cellulari di MB, il miRNA
miR-199b-5p risulta essere un regolatore del pathway
di Notch attraverso 11 putativo target HES1, un

fattore di trascrizione. La diminuzione di espressione
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di HES1 operata dal MiR-199%b-5p regola negativamente il
tasso di proliferazione e la crescita ancoraggio
dipendente delle cellule di MB. La over—expressione del
miR-199b-5p inficia 1’ espressione di diversi geni
implicati nella biologia delle cellule staminali, il
potenziale di crescita delle cellule di MB nel
cervelletto di topi nudi atimici e in particolare
diminuisce la quota di cellule staminali CD133+. Nella

nostra analisi su 61 pazienti con MB, 1’espressione del

miR-199b-5p nei casi non metastatici e
significativamente pit alta rispetto ai casi
metastatici (P = 0.001). La correlazione con la

sopravvivenza per questi pazienti con alta espressione
del miR-199b mostra una migliore sopravvivenza rispetto
ai pazienti con bassa espressione. La diminuzione di
espressione del miR~199b~5p nei MBs metastatici
suggerisce un potenziale meccanismo di silenziamento
del microRNA  dovuto ad alterazioni genetiche ed
epigenetiche. Il trattamento con un agente demetilante
S-aza—-deoxycytidine, aumenta 1’espressione del miR-
199b-5p in un pannello di linee <cellulari di MB,
supportando 1'ipotesi di un meccanismo di regolazione
epigenetico. In particolare, due linee cellulari (Med8a
and UW228) mostrano wuna significativa up-regolazione
del miR-199%-5p dopo il trattamento. Abbiamo creato,
inoltre, un modello xenograft in cervelletti di topo,
infettando con un adenovirus, codificante per il miR-
199b-5p, cellule di MB ed iniettando tali cellule
direttamente nel <cervelletto dei topi. L’infezione

(confrontata con quella di controllo) dimostra un
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chiaro beneficio c¢linico del miR-19%-5p grazie alla
sua 1influenza negative sulla crescita cellulare e sulla
sottopopolazione di cellule staminali.

Forma pertanto oggetto specifico della presente
invenzione una sequenza oligonucleotidica comprendente
la o consistente in:
CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTC
CCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTGGTTAGGCTGGGCTGGGTTAGACCCTCGG
(SEQ ID No: 1) per 1l’uso in campo medico. In
particolare, la sequenza evidenziata & la sequenza del
miR-199b~-5p maturo.

La seqgquenza sopra descritta pud essere veicolata

mediante un vettore virale, ad esempio adenovirale, o
mediante tecnologia SNALP, tecnologia LNA, o pud essere
modificata sul gruppo O0-2-Metile mediante legame di una
molecola di colesterolo tramite un linker Cqi_-
In particolare, il vettore adenovirale pud essere, ad
esempio, un vettore AdVb avente mappa mostrata in
figura 15 e 16, detto vettore essendo costituito da
6217bp con un promotore CMV in cui e stato clonato nei
siti XhoI/HindIII la sequenza SEQ ID NO:1.

Costituisce ulteriore oggetto della presente
invenzione una composizione comprendente o consistente
nella sequenza in forma veicolabile come definita sopra
come principio attivo in associazione con uno o piu
eccipienti e/o coadiuvanti farmaceuticamente
accettabili.

La presente invenzione concerne 1inoltre 17uso
della sequenza o della composizione come definite sopra

per la preparazione di un medicamento per la cura e/o
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la prevenzione dei tumori quali ad esempio
medulloblastoma, linfoma, glioblastomi, tumori del
colon, del polmone, tumori alla mammella.

Costituisce ulteriore oggetto della presente
invenzione 1’uso della sequenza come definita sopra
come marcatore dello stadio istopatologico del tumore e
della presenza o meno di metastasi.

La presente invenzione riguarda un metodo
diagnostico in vitro per la valutazione dellc stadio
istopatologico del tumore e della presenza o meno di
metastasi mediante rilevazione dell’espressione della
sequenza come definita sopra in un campione biologico.

Secondo una forma di realizzazione della presente
invenzione, il metodo diagnostico prevede la
rilevazione mediante PCR Real-time <che impiega 1
seguenti primer di amplificazione:
primer  Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID
NO:3)
primer  Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

e una coppia di primer di controllo per la
normalizzazione del valore di espressione della
sequenza sopra definita. In particolare, 1 primer di
controllo per la normalizzazione dell’espressione della
sequenza sonoc i seguenti:

primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTIG TGC TTG C (SEQ ID
NO: 5)

primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TICT CIG T (SEQ 1ID
NO: ©6)

Alternativamente il metodo diagnostico
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comprendente o consistente nelle seguenti fasi: a)
retrotrascrizione del RNA; e D) espressione della

sequenza SEQ ID NO:1 mediante saggic tagman che impiega
i seguenti primer e sonda:

primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGICTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTIGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

Secondo una ulteriore forma di realizzazione della
presente invenzione, 1l metodo diagnostico in vitro &
condotto mediante TagMan PCR real time che impiega 1
seguenti primer e sonda:

Primer Reverse CCCAGTGTITTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)
primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)
sonda GCTCCCGCACCGCGGGTCTCGA (SEQ ID NO:12)

I1 metodo diagnostico secondo la presente
invenzione pud prevedere ulteriormente la rilevazione
dei seguenti geni espressi nelle cellule staminali
tumorali scelti tra
CD133, c¢—myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1l, KLF5, HMGAIL,
HMGB3

In particolare, i geni possono essere rilevati con
PCR real time mediante amplificazione di almeno una
delle seguenti sequenze:

CD133:
CTATGTGGTACAGCCGCGTGATTTCCCAGAAGATACTTTGAGAAAATTCTTACAG
AAGGCATATGAATCCAA AATTGATTA (SEQ ID NO: 13)

c-myc:

AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO:14)

Nanog:
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GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGCCTCACACGGAGACTGTCTCTCCTCTTCCTTCC
TCCATGGATCTGCTTATTCAGGACAGC (SEQ ID NO:15)

Oct4:

ACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAGCAGCTTGGGCTCGAGAAGG
ATGTGGTCCGAGTIGTIGGTICTGTAACCGGCGCCA (SEQ ID NO:16)
TCFL1:

CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCG TICTTT
(SEQ ID NO:17)

ZICl:
CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGGGLCTC
(SEQ ID NO:18)

KLF5:
GCATCCACTACTGCGATTACCCTGGTTGCACAAAAGTTTATACCAAGTCTTCTCA
(SEQ ID NO:19)

HMGAL :
AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAGGAAGG
(SEQ ID NO:20)

HMGB3:
TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGAGAAA
(SEQ ID NO:21);

impiegando le seguenti coppie di primer di
amplificazione:
CD133:

Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer Reverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTIC (SEQ D
NO:23)

c-myc

primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)

primer Reverse: AACATCGATTTICTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID
NO:25)
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Nanog:
primer Forward: GCAAATGTCTITCTGCTIGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:
primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:
primer Forward: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)
primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1l:
primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)
primer Reverse: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:
primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTIGTGC (SEQ ID
NO:35)
HMGAT :
primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

ed impiegando le seguenti coppie di primer per la
normalizzazione dell’espressione delle sequenze
geniche:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTIG GGT (SEQ ID
NO:80)

Alternativamente, detti uno o piu geni possono

essere rilevati mediante real time TagMan per
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amplificazione di almeno una delle seguenti seguenze:
cdl33

TCCACAGAAATTTACCTACATT
GGAAGAGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGCCTGGTCATCTGCTCTCTGCTG
ACCC (SEQ ID NO:40)

c myc

GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQ ID
NO:41)

nanog:

CCGAAGAATAGCAATGGTGTGACGCAG
AAGGCCTCAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTACTCTTCCTACCACCAGGGATG
(SEQ ID NO:42)

oct 4:
AACCCGGAGGAGGTAGTCCTTTGTTACATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAATGGG
TGAATGACATTTGTGGGTAGGTTATT (SEQ ID NO:43)

tcfll:
CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAGAAGGCTCTTTIGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGT
CCTCAGACTTGATCCTGCTCCCTCGG (SEQ ID NO:44)

zic 1:
CGCGCTCCGAGAATTTAAAGATCCACAAAAGGACGCACACAGGGAGAAGCCCTTC
AAGTGCGAGTTTGAGGGCTGIGACC (SEQ ID NO:45)

KLFE5:
TTTAACCCCACCTCCATCCTATGCTGCTACAATTGCTTCTAAACTGGCAATTCAC
AATCCARAATTTACCCACCACCCTGCC (SEQ ID NO:46)

HMGAL :
CCCCAGGCAGACCTTATATGAGACATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCAGGCTGGT
CTCGAACTCCTGACCTCAAGCA (SEQ ID NO:47)

HMGRB3:
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CGCTATGATCGGGAAATGAAGGATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAGAAGAAGA
AGGATCCTAATGCTICCCAAAAGGCCA (SEQ ID NO:48);

impiegando i seguenti primer e sonde di
amplificazione:
cdl33
primer Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID
NO:49)
primer Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)
Cc myc:
primer forward :GCTGGATTTITTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
primer reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)
nanog:
primer forward: CCGAAGAATAGCAATGGIGTIGA (SEQ ID NO:55)
primer reverse: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTITA (SEQ ID NO:57)
oct 4:
primer forward: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
primer reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ 1D
NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)
tefll:
primer forward: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
primer reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTIGTTTITTCCTTIGICTTITTGTICC (SEQ ID NO:63)
zic 1:
primer forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
primer reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)
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KLF5:
Primer forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Primer reverse: GGCAGGGTIGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
HMGAL :
Primer forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Primer reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGICCA (SEQ ID NO:72)
HMGRB3:
primer forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
primer reverse: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)
ed impiegando le seguenti coppia di primer e sonda
per la normalizzazione dell’espressione delle sequenze
geniche:
primer Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
primer Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTITTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)
Costituisce ulteriore oggetto della presente
invenzione un kit diagnostico in vitro per la
valutazione dello stadio istopatologico del tumore e
della presenza di metastasi mediante rilevazione
dell’espressione della sequenza SEQ ID NO:1 in un
campione biologico per PCR Real-time comprendente i o
consistente nei seguenti primer di amplificazione:
primer Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ D
NO: 3)
primer Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

e una coppia di primer di controllo per la
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normalizzazione del valore di espressione della
sequenza SEQ ID NO:1 quali, ad esempio, 1 seguenti:
primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TIG C (SEQ ID
NO: 5)

primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CIG T (SEQ 1ID
NO: ©6)

Alternativamnete, la presente invenzione concerne
un Kit diagnistico in vitro per la valutazione dello
stadio i1stopatologico del tumore e della presenza di
metastasi mediante rilevazione dell’espressione della
sequenza SEQ ID NO:1 in un campione biologico mediante
saggio tagman comprendente 1 © consistente neili seguenti
primer e sonda
primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGTIGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

Secondo una ulteriore forma di realizzazione della
presente invenzione, il Kit diagnostico in vitro per la
valutazione dello stadio istopatologico del tumore e
della presenza di metastasi prevede la rilevazione
dell’espressione della sequenza SEQ ID NO:1 in un
campione biologico mediante TagMan PCR real time
comprendente 1 o consistente nei seguenti primer e
sonda:

Primer Reverse CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)

primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

sonda GCTCCCGCACCGCGGGTICTCGA (SEQ ID NO:12)
Alternativamente i kit sopra descritti possono

comprendere ulteriormente tutte le coppie di primer di
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amplificazione per la rilevazione dei geni marcatori di
cellule staminali tumorali scelti tra CD133, c-myc,
Nanog, Oct4, TCFLi, ZIC1l, KLF5, HMGAl, HMGB3 mediante
PCR real Time assieme ad una coppia di primer per la
normalizzazione dell’espressione delle sequenze
geniche; dette coppie di primer di amplificazione
essendo le seguenti:

CD133:

Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer Reverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTIC (SEQ ID
NO:23)

c-myc

primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)

primer Reverse: AACATCGATTTICTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID
NO:25)

Nanog:

primer Forward: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:

primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)

TCFL1:

primer Forward: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)

primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)

ZIC1l:

primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)

primer Reverse: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)

KLFE5:

primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTIGTGC (SEQ ID
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NO:35)
HMGATL :
primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

detta coppia di primer per la normalizzazione
dell’espressione delle seqguenze geniche essendo la
seguente:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTIG GGT (SEQ ID
NO:80)

La presente invenzione concerne inoltre uno dei
kit sopra descritti che comprende ulteriormente una o
pit coppie di primer e realtive sonde per la
rilevazione di uno o piu geni di cellule staminali
tumorali scelti tra CD133, c¢-myc, Nanog, Octé4, TCFL1,
ZICl, KLF5, HMGAl, HMGB3 mediante real Time TagMan
assieme ad una coppia di primer e sonda per la
normalizzazione dell’ espressione delle sequenze
geniche; dette coppie di primer e relative sonde di
amplificazione essendo le seguenti:
cdl133
primer Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID
NO:49)
primer Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTIGGGTGGC (SEQ ID NO:51)
c myc:

primer forward :GCTGGATTTITTITITICGGGTAGTIG (SEQ ID NO:52)
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reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)

sonda CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:
primer
primer
sonda:
oct 4:
primer
primer
NO:59)
sonda:
tcfll:
primer
primer
sonda:
zic 1:
primer
primer
sonda:
KLF5:

Primer
Primer
Sonda:
HMGATL :
Primer
Primer
Sonda:
HMGB3:
primer

primer

forward: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
reverse: GCATCCCTIGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

forward: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID

CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

forward: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
AGGCTCTTTIGIGTTTITTCCTITGTICTITTTIGTCC (SEQ ID NO:063)

forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:064)
reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:60)

forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
reverse: GGCAGGGTGGTIGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)

CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)

forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
reverse: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
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sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

dette coppia di primer e sonda per la
normalizzazione dell’espressione delle sequenze geniche
essendo le seguenti:
primer Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
primer Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)

La presente invenzione verra ora descritta a
titolo illustrativo, ma non limitativo, secondo sue
forme preferite di realizzazione, con particolare
riferimento alle figure dei disegni allegati in cui:

Figura 1 mostra la funzione di miR19%-5b sulla
proliferazione e la differenziazione delle cellule Daoy
di MB in wvitro: A) L’analisi FACS con iodio propidio
mostra per 1l clone stabile di 1990SCl un decremento
nella percentuale di cellule in fase S ed incremento
nelle fasi GO-Gl. L'assenza di segnali della spalla con
il picco rosso in GO-Gl1 nei cloni 199bSCl e 199pMC1
esclude processi apoptotici. B) Il dosaggio di
proliferazione da 3-4,5-dimethylthiazol-2-y1-5-3-
carboxymethoxyphenyl—-2-4-sulfophenyl-2H~tetrazolium
salt (MTS), mostra una diminuita proliferazione dei
cloni stabili 199bSC1l (triangoli rossi) e del clone
199pbMC1 (croce verde), comparato col clone stabile con
solo il vettore wvuoto (diamante blu). Questo effetto di
miR-199b-bp overespressione e ridotto con la
trasfezione 2-OM (guadrati di colore rosa). I dati
indicati SOno medie + SD da due esperimenti
indipendenti, cilascuno effettuato in triplice copia. Q)

Espressione di mRNA dei marker di differenziazione (ad
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esempio MASHL, MATH3 e NEUROGENIN 2) e di
proliferazione (ad esempio, c¢-myc, CYCLIN D1) su miR-
199b-5p overespresso, rivelato da PCR real-time,
confrontando i cloni stabili 199%SCl e 19SpbMCl con il
clone avente 1l wvettore wvuoto. D) Il clone stabile
199bSC1l per miR-199%-5p mostra ridotta formazione di
colonie nel test col soft agar. Il plot mostra colonie
ottenute con la media + SD di tre esperimenti
indipendenti, cilascuno effettuata in triplice copia. E)
Western blot utilizzando anticorpi anti-c-myc e anti-
cyclin D1 dimostrano che queste due proteine sono down
regolate nel clone 199bSCl; si veda anche 1’analisi
densitometrica nel pannello a destra. F) Per quanto
riguarda E, mostra le proteine GABRA6 e MATH3 up-
regolate dopo 1l’espressione di miR-19%b, suggerendo

1'induzione di differenziazione. Anticorpi Anti-

Laminin-f SOno stati utilizzati per normalizzare

nucleare 1'espressione delle proteine nucleari c-myc e

cyclin D1. Gli anticorpi Anti—-f-Actin sono utilizzati
per normalizzare 1’ espressione delle proteine
citoplasmiche GABRAG e MATH3.

Figura 2 mostra che 1’over-espressione di miR-
199%p-5p diminuisce il compartimento  CD133+ delle
cellule Daoy: A-F) L’analisi FACS dei cloni stabili
199bsC1 (D) e 199pMC1 (F) hanno mostrato una
diminuzione della percentuale di cellule positive per i
marcatori di cellule staminali CD133 (B), A, C ed E
sono controlli negativi (nessun anticorpo).

Figura 3 mostra gli effetti dell’over—espressione

di miR-199b-5p rilevati con la trasfezione di HES1: A)
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Western Blot ed analisi densitometrica dimostrano che
1’ espressione di HES1 & revertita dall’overespressione
di cDNA di HES]1 nel clone stabile 199o0SCl ripristina
1’ espressione cyclin D1. B) Il saggio di proliferazione
col 3-4,5-dimethylthiazol-2-y1-5-3-
carboxymethoxyphenyl—-2-4-sulfophenyl-2H~tetrazolium

salt (MTS) mostra un aumento di proliferazione del
clone stabile 199bsCi con l’espressione di  HESI
(quadratini blu scuro), rispetto al «clone stabile
199bsC1 (diamanti blu). I dati indicati sono medie =+
SD da due esperimenti indipendenti, ciascuno effettuata
in triplice copia. Q) L’ espressione di mRNA dei
marcatori di differenziazione (ad esempio MASH1, MATH3
e NEUROGENIN 2) e di proliferazione (ad esempio, c-myc,
CYCLIN D1) su cellule trasfettate con HES1 nel clone
stabile 199bSCl, a confronto con le cellule wild-type,
come rivelato da PCR real-time. L'espressione di GABRAG
e MAP2 & down-regolata nell’esperimentc con cellule
trasfettate con HESl1l. D) L’analisi FACS del clone
stabile 199bSC1l esprimente HES]1 mostra un aumento della
frazione di cellule in fase S, e una diminuzione in GI1,
rispetto al <clone stabile 19%bSCl. E-H) L'effetto
dell’espressione di miR-199b-5p su SP di cellule Daoy &
invertito dalla ri-espressione di HESI. I1 cleone
stabile 199bSCl e stato transfettato con c¢DNA HESl1 e un
plasmide codificante GFP, quindi trattato dopo 48 ore
con Hoechst e verapamil (E-F) o solo Hoechst (G-H) e
analizzati con FACS. Le cellule GFP positive (P5 gate),
pannello E e G, sono state analizzate per la presenza

di SP (F-H, P6). Le cellule trasfettate GFP negative
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(P3 gate), non sono stati analizzati.

Figura 4 mostra la diminuzione di cancerogenicita
su cellule Daoy esprimenti miR-199b-5bp: A)
L'esperimento di xenotrapianto alla nona settimana, in
seguito ad iniezione s.c. di cinque topi con cellule
Daoy controllo (lato CTR) e su cellule Daoy
overesprimenti miR-199%0-5p (lato 19%b). Con le cellule
CTR, 1 tumori sono rilevati macroscopicamente in 5 / 5
topi, con le cellule over-esprimenti, in 3 / 5 topi. Il
volume totale del tumore differenzia tra 11 1lato
iniettato col CTR e 1l 199b dopo nove settimane ed e
statisticamente significativo, come indicato (media =
SD). B) L'emissione di fotoni del topo#4, dopo nove
settimane dalla <crescita tumorale. Il  lato 19%
(199bLuc-1) ha avuto un emissione costantemente piu
basso di fotone rispetto al lato controllo (Ctrl-Luc-
4). E’ mostrato anche 1l confronto delle dimensioni del
tumore. C) Quando l’emissione di fotoni (vedi B) &
stato convertito in numero di cellule, uno deli cingue
topi non ha mostrato differenze significative (media =*
SD) (two tailed unpaired t test). D) L’emissione di
fotoni di 3 topi iniettati nel qguarto ventricolo con
rispettivamente: 199bLuc-1, Ctrl-Luc-4 infettati con
AdV5, e Ctrl-Luc-4 infettato con miR-19%b-5p AdV5. E)
Cervello intero dell’animale e il sito di iniezione
(freccia Dbianca). Hematoxylin / eosin staining del
cervelletto; freccia nera, sito di i1niziazione della
tumorigenesi. F) BLI del topo iniettato come per D,
dopo un mese dal tumore. Le differenze tra i gruppi

sono statisticamente significativi. G) BLI di due topi
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selezionati mostrano lo sviluppo di tumore con Ctrl-
lucd4-AdvS Mock-#7, e nel corso del tempo la riduzione
con Ctrl-lucd-AdvV5-199b#3 (0-8 settimane) . H)
Hematoxylin/eosin staining di cervelletto da animali
AdV5-Mock#2 e AdV5-199b#3 a 10 settimane dopo
l'iniezione ortotopica, mostrando le cellule tumorali
circostanti lo strato granulare esterno e ventricolo IV
(White Star). Nel Dblu, colorazione c¢ol DAPY, insieme
con la detezione di GFP. Ingrandimento come indicato.

Figura 5 mostra immagini molecolari ad alta
risoluzione di cellule di MB =xenotrapiantate iniettate
nel cervelletto: Le immagini PET-CT di topi AdV5 Mock—#
7 (A) e AdV5-199%b # 5 (B), a 12 settimane
dall’intervento chirurgico e dall’iniezione, con volume
di rendering 3D e simultanea visualizzazione delle zone
di captazione FLT (blu-verde, frecce Dbianche). B!
evidente nel topo AdV5 Mock—-# un piu ampio difetto
osseo nella parte occipito-parietale del cranio. Sotto:
tabella delle misurazioni (cm3) della massa tumorale
ottenuta con 1l'acquisizione del PET-CT (come descritto
in Informazioni di supporto).

Figura 6 mostra 1 livelli di espressione di
miR199b nel cervelletto wumano e nei tumori, e la
correlazione con la prognosi: A) Box-plot dei livelli
di espressione di miR-199b-5p in cervelli umani sani in
due fasce di eta. MiR-19%9b~5p mostra un’espressione piu

alta 1in espianti da controlli giovani (Mann-Whitney

test, P = 0,006). B) Nei casi esprimenti MiR-199b-bp
alto sono per la maggior parte dei casi MO P = 0,001
(Pearson Chi-Square test). C) Le stime di sopravvivenza
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Kaplan-Meier confrontano 1 pazienti con bassi livelli
rispetto a quelli con altro 1livello (rispetto alla
media) di Mir-199b-5p (dati disponibili dei 45 pazienti
con follow-up). D) L’espressione di Mir-199-5p da PCR
real-time in un gruppo di cinque linee cellulari MB non
trattati o trattati con b5-Aza-C (DAC-/ +), la de-
metilazione 1induce 1la trascrizione di mir-199b-5p in
due linee cellulari: MedBa e UW228. E) L'interazione
tra Mir-199-5p e 1l pathawy di Notch. I pazienti MO e
M+ mostrano diversi livelli di espressione di mir-199%o-—
5p, che potrebbe essere guidato da un meccanismo
epigenetico. Lato sinistro: In condizioni di indotta

espressione di mir-199b-5p (1), i 1livelli di HES1

diminuiscono, rilevando 1l'inibizione sul fattore
neurogenico bHLHs (2). Questo, a sua volta, promuove un
programma neurogenico e una diminuzione della

proliferazione, SP e cellule CD133+ (3). Lato destro:
In condizioni di bassa espressione di mir-199b-5p, i
livelli di HES1 sono piu elevati (1), reprimendo i geni
pro—neurali DbHLH, con un conseguente aumento della
proliferazione, SP ed un allargamento del comparto
CD133+ (4)

Figura 7 mostra 1’associazione dell’espressione
del miR199%0-5p con la sopravvivenza neil pazienti con
MB. Le stime di sopravvivenza Kaplan-Meier confrontano
i pazienti con Dbassi livelli «rispetto a quelli con
altro ed intermedio livello (rispetto ai percentili a
33° e 66°) del Mir-199%-5p (dati disponibili per
follow—up di 90 pazienti su 108 ).

Figura 8 mostra 1’associazione dell’espressione
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del miR199%-5p con la sopravvivenza nei pazienti con
MB: Le stime di sopravvivenza Kaplan-Meier confrontano
i pazienti con bassi livelli «rispetto a quelli con
altro livello (rispetto ail percentili a 33° e 66°) del
Mir-199%b-5p (dati disponibili per follow-up di S0
pazienti su 108 ).

Figura 9 mostra: A) Western blots rappresentativi
di trasfezioni transienti di cellule HEK293 che
esprimono 1 costrutti per 1l miR-19%-5p e miR-199%a.
L’ overespressione del MiR-199b-5p abbassa 1 livelli
endogeni della proteina HES1l; 1in contrasto, miR-19%a
induce un aumento dei livelli di HES1 dopo 48h di
trasfezione. A destra: Quantizzazione attraverso
analisi densitometriche. B) Western blot
rappresentativo di trasfezione in transiente di cellule
D283 che esprimono il costrutto per 11 miR-19%-5p e
tramite 1'uso di un vettore vuoto. Ancora,
17 overepressione del miR-199b-5p abbassa i livelli
endogeni della proteina HEST . In basso una
quantizzazione attraverso analisi densitometriche. C)
Cellule D283 e SH-SYbY esprimono livelli simili del
miR-199-5p e miR-124a, quest’ultimo preferenzialmente
espresso nel sistema nervoso centrale. In contrasto, le
cellule D283Med mostrano un abbassamento considerevole
dei livelli del miR-19%b-5p. I dati riportati
rappresentanc la deviazione standard (+£SD) di due
esperimenti indipendenti, ognuno dei quali eseguito in
triplicato. D) Profili di espressione rappresentativi
del miR-19%-5p su di un pannello di tessuti umani

(Ambion); il miR-199b-5p & espresso a gradi differenti,
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con un espressione relativamente alta nel duodeno, nel
linfonodi, nei polmoni, nei muscoli scheletrici, nel
ventricolo destro (la piu alta espressione), nel rene,
in tutto il cuore e tiroide.

I1 MiR-199b-5p agisce sulla 3"UTR del suo putativo gene
target, HESl. E-F) Attivita luciferasica di un vettore
reporter contenente la 3'UTR wild-type di HES1 and la
3’UTR di HES1 mutata nel sito di legame del miR-199b,
co-transfettate o no con un vettore di espressione per
il miR-19%-5p. L’espressione della luciferasi che
deriva dall’attivita della 3’UTR wild-type e ridotta
del 50% con l'espressione del miR-199%b-5p, mentre 2’ -0-
methyl-oligoribonucleotide (2-0OM; 400 nM) blocca tale
effetto. Non si riscontrano effetti con la presenza del
miR-199%—5p insieme con la 3’UTR di HES]1 mutata nel
sito di legame. E indicato un esperimento
rappresentativo dove 1 dati sono mostrati #SD da tre
diversi replicati in linee cellulari di HEK293 e Daoy,
rispettivamente. G-I) Pre-miR-199 e stato clonato e
trasfettato in cellule Daoy, e tre dei cloni stabili
sono stati analizzati per 1l’espressione di HES1 tramite
gRT PCR e Western blotting. Si ritrova un significativo
abbassamento dei livelli della proteina HES1, come
dimostrato usando un anticorpo policlonale anti-HES1;
1" abbassamento e stato anche rilevato attraverso
analisi densiometriche. (G; pannello a destra) H) Un
2’ -O-methyl-oligoribonucleotide (2-0M) diretto contro
il miR-199b-5p e stato trasfettato nel clone stabile
199bSC1l, un Western blot rappresentative ed un’analisi

densitometrica gquantitativa mostrano la ristabilita
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espressione di HES1. I dati rappresentati sono #*SD di
due esperimenti indipendenti, ognuno dei quali ripetuto
in triplicato.

Figura 10 mostra 1’espressione del mmu-miR-199b in
cervelletti di embrioni di topo e regolazione di altri
potenziall target del miR-19%b-5p umano: A) Espressione
in situ in situ dell’mRNA del mmu-miR-19%b e
riscontrabile a E14.5 e nel cervelletto di topi appena
nati (p0). La colorazione risulta diffusa, i1in tutte le
aree del cervelletto; espressione perd decresce da

E14.5 a pO0. Il Mmu-miR-124a (un miRNAs specifico del

cervello) e stato usato come controllo. A
sinistra:ingrandimento, 50X; A destra: ingrandimento,
200X. B) Quantizzazione dell’ abbassamento

dell’espressione del mmu-miR-199%b> durante lo sviluppo
del topo e 11 differenziamento del cervelletto. I
livelli di espressione del miR-199b-5p maturo sono
mostrati rispetto ai livelli di 1let-7A, con i dati
mostrati come +SD di due esperimenti indipendenti,
ognuno di essi ripetuto in triplicato. C) Western Dblot

rappresentativo che mostra 1 livelli proteici di GSK3-
B ..che & predetto come target, in un clone stabile con

alta espressione del miR-199b-5p. I levelli di GSK3-P
non vengono down-regulati, ed invece si osservano dei
piccoli incrementi, come e chiaro dalla qguantizzazione
tramite analisi desiometriche mostrata nel pannello di
destra, dove 1 dati sono mostrati come +SD di due
esperimenti indipendenti, ognuno dei quali ripetuto in
triplicato D) E’ stato predetto che il MiR-199b-bp

lega altre UTRs (vedi tabella supplementare 3). Quando
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la overespressione del miR-199%-5p e stata esamonata
nella linea Daocy cells per la down-regolazione della
traduzione del gene reporter, nessuna 3’UTIR sembra
essere inficiata.. E) Saggio di motilita cellulare in
cui si compara la linea cellulare di Daoy 199bSCl con

Daoy che esprimono un vettore vuoto CTR (controllo)

usando 11 sistema Boyden chamber (0.5% FBS come
chemiocattrattore). Le cellule con maggiore motilita

sono state fissate e colorate con ematossilina e
successivamente contate al microscopio. I dati mostrati
sono *SD di due esperimenti indipendenti ripetuti in
triplicato, e non indicano una differenza tra il
controllo (CTR) e la linea cellulare 19%bSCl. F) Saggio
di proliferazione (MTS) di cellule D283MED e ONS76
over—-esprimenti il miR-19Sb-5p dopo trasfezioni
transienti, come indicato. Le cellule D283MED
trasfettate con 199%0-5p (diamanti blu) mostrano una
apprezzabile riduzione nella proliferazicne cellulare,
se comparata con una trasfezione controllo vettore
vuoto (triangoli wverdi). Le cellule ONS76 mostrano un
pit alto tasso di proliferazione cid nonostante risulta
comungque influenzato dell’espressione del 199b-5p
trasfettato (confronto tra le Dbarre arancione della
trasfezione con il vettore wvuoto e 1 quadrati wviola). I
dati mostrati sono £3D di due eperimenti differenti ed
indipendenti, ognuno di guesti ripetuto in triplicato.
G) Silenziamento dell’espressione endogena del miR-
199%b-5p attraverso la trasfezione del 2-0O-methyl
oligoribonucleotide antisenso (2-OM-a) porta un aumento

della proliferazione in cellule Daoy, probabilmente
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abbassando il controllo del miR-19%b-5p endogeno sulla
3’UTR di HES1. I dati mostrati sono £SD di due
esperimenti indipendenti ed ognuno di questi ripetuto
in triplicato.

Figura 11 mostra 1’analisi al FACS del ruolo del
miR~-199b~-5p sulla side population in cellule Daoy: A,
C, E) Abbassamento nella SP nel clone stabile di Daoy
199bsSC1, come determinato tramite colorazione con
Hoechst 33342. B, D, F) Aggiunta di verapamil per
forzare 1l colorante ad entrare solo nelle cellule
della SP. Le cellule Daoy mostrano un 5.2% della
frazione di cellule della SP, mentre il clone stabile
199pbSCl e i cloni 199oMC1 che overesprimono il miR-
199b-5p non mostrano significativi livelli di cellule
della SP (0.2%, 0.4%, rispettivamente).

Figura 12 mostra la creazione di cloni stabili
bioluminescenti nella 1linea Daoy che overesprimono il
miR-199b-5p per studi in-vivo: Il clone stabile di
Daoy con vettore wvuoto (Ctl) ed 11 clone stabile di
Daoy che overesprime il miR-199%-5p (199b) sono stati
trasfettati con un vettore che esprime la luciferasi
(Luc), generando, rispettivamente, il clone Ctl-Luc#4,
e i cloni 199%Luc-1 e 199b-Luc-3. Questi sono stati
esaminati per 1’espressione della bioluminescenza una
volta incubati con il substrato dell’enzima, la
luciferina. A) Emissione di luce di diluizioni seriali
di cellule indicate in una microplate. Il segnale di
bioluminescenza €& stato acqguisito tramite 1'IVIS 200
Imaging System (Xenogen Corp. Alameda, CA) . B)

Correlazione tra il numero di cellule e fotoni emessi.
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I cloni 19%-~Lucl e Ctl-Luc#4 sono stati wusati per
studi in-vivo, i dati mostrati sono *SD di due
esperimenti indipendenti C) Dati rappresentativi
dell’espressione del miR-199%-5p nei cloni luciferasi
positivi, relativi ai cloni luciferasici con vettore
vuoto. D) Analisi di immunoblot rappresentative
mostrano 1’ abbassamento dell’espressione di HESI in
cloni 199b-Luc, comparati al clone vettore vuoto. E, F)
Colorazione con emotossilina ed eosina di xenografts
derivati dal topo #4: 11 controllo di iniezione mostra
che lo xenograft infiltra il tessuto muscolare, mentre
1’iniezione del 199 non mostra infiltrazione. G, H)
Nestin €& un marcatore dei neuroblasti, e la sue
espressione correla con una basso stato
differenziativo: lo xenograft del topo #4 iniettato con
199 mostra un abbassamento della positivita al
marcatore Nestin. La colorazione per Nestin € stata
ottenuta attraverso esperimenti di immunoistochimica
con l1l’'utilizzo di wun anticorpo policlonale (Abcam).
Ingrandimento, 100X. I) Livelli rappresentativi di
espressione genica del transgene del miR-19%b-5p in
espianti di tumore del topo #5. L’overespressione del
miR-199b-5p viene persa. L, M, N) Immunoistochimica con
1l'utilizzo dell’anticorpo anti-HES1, anti-KI67, anti-
Gabra6, anti-Nestin, anti-Math3 e controcolorazione con
ematossilina di =xenografts di cervelletti di topo
iniettati con AdV5-Mock e Adv5-199b. Significativa
espressione delle proteine HES1, Ki67, Nestin e Math3
si riscontra nei tessuti tumorali dei cervelletti AdV5-

Mock, mentre una molto bassa espressione di tali
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proteine ritrova (HES1l, Ki67 Nestin e Math3) si ritrova
nelle cellule tumorali dei cervelletti Adv5-199b.
Differenze di espressione di Gabra6 sono a mala pena
osservabili nel tessuti tumorali tra cervelletti di
topi AdV5-Mock e AdV5-199b. Sinistra: ingrandimento,
25X; Destra: ingrandimento, 100X.

Figura 13 mostra che 1l’overespressione del miR199b
endogeno dopo trattamento con DAPT induce down-—
regulazione di geni coinvolti nella biologia delle
cellule embrionali staminali e nelle cellule staminali
cancerose nella linea cellulare Daoy: A) Dati
rappresentativi di esperimenti su linee cellulari di
Daoy trattate con DAPT(6 h, 12 h, 24 h) coltivate con
mezzo supplementato e che viene rimpiazzato ogni 4h, ed
il fold di espressione del miR199% e stato determinato
usando un analisi di real time, relativamente al tempo
0. B) Western Dblot rappresentativo mostra la down-—
regolazione di HES1 dopo 12h di induzione del DAPT in
linee cellulari Daoy. C) Livelli relativi di
espressione genica di CD133, c¢-Myc Oct4, KFL5, Nanog,
TCF7L1, HMGAl, BHMGB3, 2ICl, MYBL2, TEAD4, ILF3 nella
linea cellulare Daoy con e senza trattamento con il
DAPT per 12h. D) Livelli relativi di espressione genica
di di PDGFR-A, PDGFR-B e SPARC nella linea cellulare
Daoy con e senza trattamento con il DAPT per 1Zh. I
primers utilizzati e 1 loro wvalori di DDct delle
relative espressione sono presentati in tabella 1.

Figura 14 mostra che il mir-199-b-5p interferisce
con 11 ©potenziale di ancoraggio delle cellule Daoy

iniettate nel cervelletto di topo: A) Analisi in-vivo
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di Dbioluminescenza del topo 19%-Lucl in cui erano
state iniettate cellule Daoy overesprimenti il miR-19%b
tramite IVIS. (vedi topo #3;vedi dati addizionali in
Fig. 4F). Il topo & stato scannerizzato una volta ogni
settimana per un totale di 8 settimane. B) Misurazione
del BLI (fotoni/sec/cm ?) di topi che portano cellule
infettate con ADV5-19% mostrano una diminuzione dei
valori di Dbioluminescenza alla ottava settimana. C)
L' immagine & stata presa tramite lo spettro dell’IVIS
impostato tra 1 560nm e 1 660nm per generare una
topografia del soggetto. Il topo xenograft Clt-Luc-4
AdV5-Mock wviene mostrato su un asse 3D (x,vy,z), con un
estensione dei bordi del tumore mostrata in paragone ad
un atlante digitale che ha permesso di mostrare uno
scheletro e gli organi con una ricostruzione, usando il
software Living Images. D) Come precedentemente
descritto, sono state prese su topi Ctl-luc AdV5 199%b
xenografts

Figura 15 mostra la mappa del vettore AdV5-CMV-
KpnI-NotIpA 6217bp con la sequenza SEQ ID NO:1.

Figura 16 mostra la sequenza del vettore AdV5-CMV-
KpnI-NotIpA 6217bp (SEQ ID NO:2).

ESEMPIO 1: Studio del ruolo di miRNA 199b-5p nei
tumori

MATERIALI E METODIT

Dichiarazione etica

Tutti gli animali sono stati condotti secondo le
linee guida nazionali ed internazionali. L'approvazione
e stata ottenuta dalle Istituzioni per la Cura degli

Animali e comitato etico CEINGE - Universita degli
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Studi di Napoli Federico 11, Protocollo #13 -
08/01/2007, e 11 Ministero della Salute Italiano,
Dipartimento Sanita Pubblica Veterinaria DL 116/92,
confermando che tutti gli esperimenti sono conforme
alle norme regolamentari.

Analisi di citometria a flusso.

L'analisi di citometria a flusso 1in fase S,
frazioni e cinetica del «c¢iclo cellulare sono stati
effettuati utilizzando un FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA) usando il software CELL Quest
versione 3.3. Lo studio <CD133 e stato effettuato
utilizzando lo stesso strumento, con anticorpi di
Miltenyi BRiotec (Auburn, CA), in base alle istruzioni
del produttore. In Dbreve, le cellule sono state
bloccate nel reagente Dbloccante dei recettori Fc e
incubati con un anti-CD133/1 (AC133)—anticorpo
phycoerythrin (Miltenyi Biotec), per 10 minuti al buio
a 4°C. Le cellule sono poi stati lavate e risospese in
PRS. Le cellule che esprimono livelli piu elevati di
CD133 rispetto all’immunoglobulina G (IgG) controllo
sono state considerate positive. Per le analisi della
popolazione isolata, le «cellule (106/mL) sono state
incubate con Hoechst 33342 (5 umol / L; Sigma) per 90
minuti a 37°C in EMEM contenente 1l 2% di FBS. Per
garantire la corretta identificazione della parte di
popolazione di cellule, le cellule sono state incubate,
come sopra, con l'aggiunta di 50 uM di verapamil
(Sigma) .

Immagini 1in-vivo attraverso cloni stabili di Daoy

luciferasi.
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Cloni stabili di cellule Daoy sono stati generati
trasfettando un vettore esprimente luciferasi (il gene
luciferasi della lucciola clonato nel vettore plentiVbh;
Invitrogen) in clone stabile 199bSCl o nel cleone
controllo col vettore wvuoto. Per guanto riguarda 1o
xenotrapianto sottocutaneo, 100,000 cellule vitali
199b-Lucl e Ctrl-Luc—-4 sono state mescolate con 1:1
PBS:soluzione matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA).
Topi di sesso femminile atimiche di seil settimane di
eta sSOno state precedentemente anestetizzate
utilizzando 1’avertin (Sigma) come una soluzione al 3%
in alcool terz-amilico (Fisher), con dose di 3 mg per
10 g di peso corporeo poi iniettato s.c. ,in ogni
fianco dell’animale con un volume totale di 0,1 ml di
cellule in sospensione matrigel PBRS. Per quanto
riguarda lo xenotrapianto ortotopico diretto nel
cervelletto & descritto in un protocollo da Schabet M.
et al., [b55], & stato utilizzato per fornire cellule di

MB dopo 1l'esposizione microchirurgica della membrana

atlanto-occipitale, 50 ul di ligquido cerebrospinale e

stato aspirato attraverso un ago 27 G e replicato da 50

ni di DMEM contenente 100,000 cellule di
medulloblastoma DAQOY. La ferita e stato suturata con 3-
0 polyglactin 910, e silk 4-0. I topi sono stati
fotografati dopo 1'impianto di cellule, per monitorare
la crescita tumorale dalle acguisizioni settimanali di
bioluminescenza (BLI) wutilizzando un IVIS 3D Illumina
Imaging System (Xenogen Corp. Alameda, CA). Per le

acguisizioni, i topi sono stati anestetizzati con

isofluorane i.p., iniettato con 100 ML D-luciferin (15
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mg/mL stock) per 10 g di peso corporeo, e fotografato
per 30 s, 10 minuti dopo 1l'iniezione di luciferina;
sono stati fatti quattro acquisizioni per il topo
(ventrale, dorsale e ciascun fianco). Per quantificare
la Dbioluminescenza, 1 flussi integrati dei fotoni
(fotoni per s) all'interno di ogni area di interesse
sono stati determinati utilizzando il pacchetto
software Living Images 3.0 {Xenogen—-Caliper) .
L'emissione dei dati a ©partire dall'inizio della
crescita tumorale sono stati raccolti per un periodo di
almeno 6 settimane, e poi sono stati normalizzati con
la bioluminescenza del giorno di iniezione. Le
misurazioni Calliper delle dimensioni del tumore sono
state effettuate ogni settimana, e le stime dei loro
volumi sono stati effettuati utilizzando la formula:
ampiezzazxlunghezzax0, 52.
Gli animali sono stati monitorati quotidianamente, dal
peso agli esami neurologici per determinare il loro
status standard di buona salute. Gli animali che
presentano segni di sofferenza sono stati prontamente
sacrificati. Il giorno 63, dopo l'iniezione delle
cellule, tutti gli animali sono stati sacrificati con
un’overdose di ketanest e xylazin.

Preparazione degli animali e PET / CT imaging.

I topi sono stati tenuti 1in una gabbia ventilata
(26 °C) per 1 h prima dei studi di imaging. Anestesia e
stata effettuata con la somministrazione

intraperitoneale di una miscela di ketamina (100 mg/kg)

e xilazina (10 mg/kg) (il volume di iniezione, 100 pl/

10 g). La PET e stata effettuata 1 ora dopo la
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somministrazione di 3'-deoxy—-3'-[18F] fluorothymidine
([18F]FLT), un marker del tumore di proliferazione (50

ML; 7.4 MBg; tempi di scansione, 18 min) in una vena
caudale laterale, wusando uno scanner PET per animale
(GE Healthcare eXplore Vista, FWHM 1.6mm). Studi CT ad

alta risoluzione (GE Healtcare eXplore Locus;

risoluzione spaziale, 45Hm) sono state eseguite entro
24 ore dalla PET.

Analisi dei dati

Massimo (SUVmax) e media (SUVmean) standardizza la
diffusione dei wvalori (8SUV) sono state calcolate da
studi PET (SUV = tessuto di attivita (MBg/cc) / I[dose
iniettata (MBg) / peso corporeo (g)]). Le immagini
PET/TC sono state elaborate per ottenere ricostruzioni
multiplanar (MPRs), proiezioni di massima intensita
(MIPs), il wvolume rendering 3D, e la fusione di
immagini, usando Osirix 3,3 (MAC 0SS 10.5 sistema
operativo). Ulteriori ricostruzioni 3D sono stati
ottenuti utilizzando MicroView (GE eXplore Locus).

I volumi di lesione sono stati calcolati
utilizzando 1 dati PET usando un software sviluppato
“in casa” (basato su IDL, ITT Vis 1Inc), con riepilogo
tutti voxels spazialmente collegati con SUV>50% SUVmax.
Profili di lesione definiti con tali procedure sono
stati wutilizzati per in confronto basato sul ROI tra
AdV5-Mock e AdV5-199b.

I risultati presentati in Figura 5 (testo
principale) hanno mostrato una massa tumorale con un
difetto cranico, dovuto ad un elevato livello di

tumorigenesi che si & verificato all'interno del cranio
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ed un elevato livello di degenerazione cartilaginea
delle ossa. In questa analisi PET-CT, abbiamo
confermato la presenza di uno sviluppo di tumore piu
vasto nel cervelletto di topi di controllo (AdV5 Mock—#
7), rispetto ai topi =xeno trapiantati esprimenti le
cellule con miR-199b-5p (AdV5 - 199p # 5).

Colture cellulari standard.

Le linee cellulari Daoy e D283-MED MB sono state
ottenute dall’American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA) e sono state mantenute in colture con
Eagle’s minimum essential medium (EMEM; Sigma)
supplementateo con 10% siero bovino fetale (FBS), 10
U/ml penicillina e 0.1 mg/ml streptomycina (Celbio
Pero, Milan, Italy). Le cellule HEK-293 e le SH-5YSY
sono state mantenute in coltura in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Sigma) supplementato con 10% FBS,
10 U/ml penicillina e 0.1 mg/ml streptomycina.

Trasfezione delle cellule Daoy e saggio
luciferasico

Per determinare 1’attivita del miR-19%-5p sulla
repressione dei costrutti fusi luciferasi-3'UTR, il
costrutto PREYZO-miR-19%-5p e 1l suo costrutto target
PRL-CMV-3'UTR sono stati cotrasfettati in cellule
HEK293 in un rapporto di 10:1, wusando il reagente
Polyfect (Qiagen) insieme con il vettore pGL3 basic, in
assenza ed in presenza del 2-O0M (400 nM). Le attivita
luciferasiche sono state analizzate usando il sistema
Dual Luciferase Reporter Assay system (Promega ,
Madison, WI).

Trattamento con AZA
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Cinque linee cellulari di medulloblastoma (d283,
Daoy, med8a, ons76, uw2Z228) sono state cresciute in DMEM
supplementato con in DMEM supplemented with 10% FBS e
antibiotici. Ad una confluenza dell’ 85%, al mezzo &
stato aggiunto b5-aza-deoxycytidine (AZA) (Sigma) ad una
concentrazione finale di 5 uM. Dopo 72 h il mezzo é
stato rimosso ed & stato aggiunto mezzo fresco con AZA.
RNA e stato estratto usando il protocollo standard che
prevede 1l'utilizzo del fenolo-cloroformio.

Clonaggio

Il Pre-miR-1999> e stato clonato 1in un vettore
pcDNA3 modificato  (pREYZO) (D’ angelo et al., 2004)
usando siti di restrizione EcoRI-XhoI. I siti target di
legame di HES1 e GSK-3B (3’UTRs) sono state clonate in
tandem nelle 3'UTR del vettore pRL-cytomegalovirus
(CMV) (Promega, Madison, WI) a wvalle della regione
codificante per la Renilla luciferasi (RL) nel sito
Xbal. La 3"UTR di HES1 (che include anche il sito di
legame dell99b) e stata amplificata dal DNA gnomico con
i seguenti primers senso e antisenso: HES1 _3'UTR con
AAAATCTAGACAGTTCGAAGACATAAAAGCC (SEQ ID NO:76) e
HES1_3'UTR con  AAAATCTAGAAACGCAGTGTCACCTTCC (SEQ ID
NO:77), ed & stata clonata nel vettore TK (Promega,
Madison, WI) a monte del gene della luciferasi firefly,
nei siti Xbal. I1 ¢DNA full-lenght di HES1 & stato
ottenuto con un approccio standard di RT-PCR da un cDNA
di Daoy.

Mutagenesi sito-specifica

La mutagenesi sito-specifica del sito di legame

del miR-199%b-5p nella 3'UTR di HES1 e stato generato
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seguendo 11 protocollo del kit QuikChange site-directed
mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA). I seguenti
primers sono stati wutilizzati per la mutagenesi (e

riportata solo la sequenza senso, e 1l nuclueotide

nella sequenza consenso & sottolineato): HES1 3'UTR
senso AACAGGAACTTGAATATTTGTAGAGAAGAGGACTTT (SEQ ID
NO:78) .

Saggio TagMan miRNAs

Reazione di trascrittasi inversa

Le reazione di trascrittasi inversa contengonoc 40
ng di campione di RNA, 50 nM stem-loop RT primer, 1x RT
buffer (P/N:4319981, Applied Biosystems), 0.25 mM di
ogni dNTPs, 3.33 U/ml MultiScribe RT (P/N: 4319983,
Applied Biosystems) and 0.25 U/ml inibitori di RNase
(P/N: N8080119; Applied Biosystems). Le reazione di 15

Wl sono state incubate nell’ Applied Biosystems 9700
Thermocycler per 30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C, 5 min
a 85 °C, e pol tenute a 4 °C.

Real-time PCR

Gli esperimenti di Real-time PCR sono stati
allestiti usando il protocollo del kit standard TagMan
PCR su un Applied Biosystems 7900HT Sequence Detection
System. I 20 Ml della mix di PCR includono 3 pul di
prodotto di RT , 10 pl di TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 0.2 mM del probe TagMan. Le
reazioni sono state incubate in una 96-well plate a 95
°C per 10 min, seguita da 60 cicli di 95 °C perl5 s e
60 °C per 1 min.

Estrazione dell’RNA, preparazione del c¢cDNA e PCR

real—-time
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L’ RNA totale e stato estratto dalle linee
cellulari wusando 1l reagente Trizol (Invitrogen). 1In
particolare, 1'RNA & estratto dai campioni di siero con
metodica citata in Xi Chen et al. [70]. La sintesi del
cDNA dall’RNA totale (4 ng) & stata ottenuta usando il
Super Script II First Strand Kit (Invitrogen). La PCR
Real-time quantitativa & stata allestita wusando 1
protocolli standard con Applied Biosystems ABI PRISM
7900HT Sequence Detection system. Per calcolare
1’ espressione genica relativa del precursore del miR-
199%~5p, 1'ammontare relativo di ogni pre-miRNA e stato

normalizzato sul miRNA di U6;gli altri geni sono stati

normalizzati usando il gene della P-actina. I Primers
per ogni gene utilizzati per la Real-time PCR sono
stati disegnati wusando 11 software Primer Express
versione 2.0 (Applied Biosystems). Le sequenze dei
primers per amplificare 11 precursore del miR199%b-5p
sono:

HSA pre-miRNA19% F: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID
NO: 3)

HSA pre-miRNA199%> R: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

In particolare possono essere utilizzate le sequenze
metodiche:

a) Tecnica real time PCR Syber green:

Dall’RNA totale & stato ottenuto il <¢DNA a singolo
filamento utilizzando il kit Invitrogen. La reazione di
retrotrascrizione e effettuata dall’enzima SuperScript
ITI. Per diminuire l"errore sperimentale e stata

preparata una mix contenente per ogni campione:
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. 2 pL di esameri random 50 ng/pl

. 1 pL di dNTP 10 mM

Sono stati retrotrascritti 4 upg di RNA totale in un
volume di 7 pL a cui sono stati aggiunti 3 pL della mix
ottenendo un volume finale di 10 uL. I tubini sono
stati incubati a 65°C per 5 minuti per denaturare 1’'RNA
e consentire agli esameri di appaiarsi. I campioni sono
poi stati posizionati 1 minuto a 4°C. Successivamente
ad ogni tubino sono stati aggiunti 9 plL di una seconda

mix contenente:

. 2 pL di tampone RT 10X

. 4 pL di MgCl2 25 Mm

. 2 uL di DIT 0,1 M

. 1 pL di RNasi OUT (40 U/ul)

La miscela di reazione & stata mescolata ed incubata a
25°C per 2 minuti. Successivamente sono state aggiunte
50 unita dell’enzima SuperScript II e la reazione &
stata incubata a 25°C per 10 minuti. I campioni sono
stati incubati poil 50 minuti a 42°C e 15 minuti a 70°C
per inattivare gli enzimi. Ai tubini posti in ghiaccio
e stato aggiunto 1 pL di RNasi H (2 U/ul). La reazione
e stata incubata per 20 minuti a 37°C, cosl che la
RNasi H potesse degradare il filamento di RNA stampo
riconoscendo 1’eteroduplex DNA-RNA. I campioni sono
stati quindi conservati ad una temperatura di -20°C.

Per calcolare 1’ espressione genica relativa del
precursore del miR-199b-5p, 1’ammontare relativo di
ogni pre-miRNA e stato normalizzato sul miRNA di U6
(mMU6) . I Primers utilizzati per la Real-time PCR sono

stati disegnati usando 11 software Primer Express
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versione 2.0 (Applied Biosystems). Le seguenze dei
primers per amplificare il precursore del miR19%-5p e
del normalizzatore sono:

HSA pre-miRNA199b F: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTICCAC (SEQ ID
NO:3)

HSA pre-miRNA19%b R: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

mMU6 FOR: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID NO:5)
mMU6 REV: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CTIG T (SEQ 1D NO:6)
oppure dopo la retrotrascrizione si pud analizzare
1’ espressione del mir 199%-5p mediante saggio tagman
con 1 seguenti primers e probe:

199b PRIMER F: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)

199b PRIMER REV: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
199 PROBE: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ
ID NO:9)

Le reazioni di Real-Time PCR sono state condotte
impiegando il kit SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystem) e ©pilastre formate da 96 pozzetti. Per
minimizzare gli errori dovuti alla wvariabilita degli
strumenti, e stata allestita, per ogni gene, una mix
comune ad tutti 1 campioni. Il volume finale di

ciascuna reazione €& stato di 25 pl costituiti da:

. primer forward 600 nM

. primer reverse 600 nM

. Master mix SYBER-GREEN wusata alla concentrazione
finale 1X

° H,O sterile

] 100 ng di DNA

b) TagMan PCR real time
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L/RNA totale wvine retrotrascritto tramite la seguente
reazione di trascrittasi inversa: Le reazione di
trascrittasi inversa contengono 40 ng di campione di
RNA, 50 nM stem~-loop RT primer, 1x RT buffer
(P/N:4319981, Applied Biosystems), 0.25 mM di ogni
dNTPs, 3.33 U/ml MultiScribe RT (P/N: 4319983, Applied
Biosystems) and 0.25 U/ml inibitori di RNase (P/N:
N8080119; Applied Biosystems). Le reazione di 15 ul
sono state incubate nell’ Applied Biosystems 9700
Thermocycler per 30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C, 5 min

a 85 °C, e poi tenute a 4 °C.

Gli esperimenti di Real-time PCR sono stati allestiti
usando un Applied BRiosystems 7900HT Sequence Detection
System. I 20 pupl della mix si PCR includono 2 ul di
prodotto di RT, 10 pl di TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 0.2 mM del probe TagMan. Le
reazioni sono state incubate in una 96-well plate a 95
°C per 10 min, seguita da 60 cicli di 95 °C perld s e
60 °C per 1 min. I primer utilizzati sono:

199b Tagman Rev

CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NOC:10)

199b Tagman for

GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

199> tagman Probe

GCTCCCGCACCGCGGGTCTCGA (SEQ ID NO:12)

Staminalita e geni coninvolti nella bilogia delle
cellule staminali cancerose, e geni associati allo
sviluppo del tumore MB in una linea cellulare di Mb

Daoy che overesprimono 1l miR-199b-5p endogeno dopo
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per

in tabella

42 -
trattamento con DAPT.

I geni coinvolti nella Dbiologia delle
staminali sono stati selezionati per studiare la loro
espressione dopo overespressione del
L’Unigene ID e la sequenza dei primers
17analisi di real-time PCR sono mostrati
insieme ai wvalori di 27-DCt ottenuti

da analisi

di

cellule Daoy trattate con DAPT per 12h e analizzate con

lo

(vedere tabella 1)

strumento 7900 Real Time TagMan Applied Biosystem

TABELLA 1
Nome 1D
del banca Primer senso Primer antisenso Daoy + Daoy + DAPT
dati DMSO 12h
gene .
Unigene
AACATCGATTICTICCT
comge Hee202d BIGRUCRGRCACEECCORC o oeticrr (SE0 1D .0987097 ~ 0.0542671
53 (SEQ ID NO:x24)
NO#25)
- GCTGTCCTGAATAAGCA
Hs.661% GCAAATGTCTITCTGCTGAC
Nanog 60 ATCC (SEQ 1D NO:26) ATCCAT (SEQ ID .0001832 0.0004488
NO:27)
TAATCAATTTIGGATIC:
Hg 6147 CIATCTGGEGTACAGCCGCE!

D133 .0020653 001236
c 3 34 G(SEQ ID NO:22) TATGCCTTC(SEQ ID 0 5 00012368
NO:i23)

Hs.2491 ACTGCAGCAGATCAGCCA( TGGCGCCGGTTACAGAAL

Oct4 84 A(SEQ ID NO:28) (SEQ ID NO:29) -0001200 0.0007941
PDGER= Hs:5090 AGGTIGCTGACGAGEGCC: GGTETTGACTICATTCA

B 67 SEQ D NO:84) GGTIG(SEQID NO:85) 0006057 9:0000606
PDGFR~ Hs.7461 TCAAGGCAGAAATAGGCA( TGGACGTCGATCAGGTC

A 5 CA(SEQ ID NO:86) A (SEQ ID NO:87) -0000003 0.0000015
Hs 7088 TIGCCTEGGACICTGAGCT( GGETGACCAGGACGTIC!

SEARC 58 A(SEQ ID NO:88) TG(SEQ ID NO:89) 2231681 00797125
Hs.4658 CCGACACGCCAAGTGGTT ( ACACAAGACTTCAGCCCG

ILF3 85 SEQ ID NO:90) TTG(SEQ ID NO:91) .0352218 0.0425171
Hs 1797 AGCAAGTGCAAGGTCAALY GGCCCICAGCIGLTICET

MYBL2 18 GG{SEQ 1D NO:92) SEQ IDINO:93) 20130289 020039321
Hs.9486 TCGGACGAGGAGGGCAAGA GATGTAGCGGGCAATCAG

TEAD4 5 TG(SEQ ID NO:94) CT(SEQ ID NO:95) .0117936 0.0051764
Hs . blbz CCGUGGGACTATTICGC (L AAAGAACGCGCTGICCTI

TCETLL 07 20 ID NO:30) AG(SEQ ID NO:31) 20006742 0.0001026
Hs.5188 AAAAACAAGGGTGCTGCCA CCTTCCTGGAGTITGTGGT

HMGAL 05 A{SEQ ID NO:36) GGT(SEQ ID NO:37) - 7977002 0.0048793
He /5985 CAGTICGCTGCGCAAACA  GAGCCCTGCEAGGAGGA

Z1CT 90 SEQ - ID:NO:32) (SEQ 1D NO:33) 0283592 0:0002784

HMGE3 Hs.1911 TTTTCCAAGAAGTGCTCTG TTTCTCTTTCCCGGACAT 0.1946868 0.0055773

4

AGAGG (SEQ ID NO:38)

CG(SEQ ID NO:39)
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TGAGAAGACTIGGTATA,
Hs.508Z GCATCCACTACTGCGATT?
KLES 32 CCC(SEO ID NO:34) gg?gg)TGTGC(SEQ ID - -0.0027895 00236774

Western blotting

Trenta mpg di lisato citosolico o© nucleare sono
stati corsi 1in gels di poliacrilammide al 12%, e
blottati su membrane di polyvinylidene difluoride
(PVDF; BioRad, Milan, Italy). Le membrane sono state
poi successivamente incubate con 1’anticorpo anti-HESI
(gentile concessione del Dr.Tetsuo Sudo TORAY
Industries, Tebiro Kamakura, Japan), un anticorpo
policlonale fatto in coniglio (alla diluizione di
1:500), e con un anticorpo anti-GSK3-3 (B&D Bioscience)
anticorpo monoclonale (1:2500), con un anticorpo anti-
c-Myc anticorpo policlonale fatto in coniglio (1:200)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), con un
anticorpo anti-GABRA6 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA) (1:200), con un anticorpo anti-MATH3 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) (1:200) e con un
anticorpo policlonale anti-cyclin D1 (1:200) fatto in
coniglio (Cell Signaling). Un anticorpo anti-f-actina
(1:1.000) (Sigma) e stato wusato come controllo per
verificare la simili quantita di 1lisati citosolici
caricati su gel ed un anticorpo anti-f-laminina (1:50)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA ) per
controllare 1 lisati nucleari.

Saggi in Soft-agar

Le cellule Daoy e il clone stabilec 19% sono
stati coltivati in 1 ml EMEM supplementato con 2% FBS,
contenente 0.3% agarosio. Le ceclture s0no state

mantenute per due settimane ed e stato cambiato il
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mezzo con mezzo fresco circa due volte a settimana. Le

colonie con un diametro maggiore di 100 Mm sono state
contate con un microscopio Leica (Nussloch, Germany)
DC500.

Saggio di proliferazione MTS

La proliferazione <cellulare e stata determinata
usando 11 CellTiter96 AQueous Non-Radicactive Cell
Proliferation Assay Kit (Promega Madison, WI) . Le
cellule sono state pilastrate in 96-well plates ad una
densita di 1x 10° cells/well in EMEM senza o con FBS.
Dopo 0, 24, 48 e 72 h, MIS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y1l)~5b-(3-carboxymethoxyphenyl)-2- (4-sulfophenyl) -2H~
tetrazolium]) e PMS (phenazine methosulfate) sono stati
aggiunti ad ogni well e dopo 4 h e stata misurata
17"assorbanza di ogni well a 490 (OD4og) usando
Multilabel counter Victor? (Perkin Elmer) . Ogni
condizione e stata allestita 1in cinque well e ogni
esperimento & stato ripetuto due volte.

Immunoistochimica

Lo smascheramento antigenico & stato ottenuto
usando 10mM buffer pH 6, a 97 °C fper 45 min. Il
blocking e stato ottenuto wusando 1’Antibody Diluent
with Background Reducing Components (Dako Cytomation)
per 30 min a temperatura ambiente; gli anticorpi
policlonali anti-~HES1(1:1000), anti-Nestin (1:1000),
anti—-GABRA6 (1:100), anti-MATH3 (1:100) sono stati
usati overnight a 4 °C. I segnali sono stati rilevati
usando 11 Kit LSAB DAKO, per 15 min (Biotina), e Kit
LSAB DAKO, per 15 min (Streptavidina), a temperatura

ambiente. Dopo colorazione con la DAB DakoCytomation,
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le slides sono state montate ed esaminate al
microscopio Leica (Nussloch, Germany) DC500.

Rivelazione di acidi nucleici tramite ibridazione
in-situ

Le slides di cervelli embrionali murini o TMA
umani sono stati fissati in 4% paraformaldeide per 10
min a temperatura ambiente, e lavati due volte per 3
min in PBS 1x a temperatura ambiente. Durante gli steps
di  lavaggio, e stata preparata la soluzione di
acetilazione fresca, contenente: 0.01% triethanolammina
e 0.0025 mM anidride acetica in acgua con
diethylenepyrocarbonate (DEPC). Le slides sono state
poi riposte in un beaker contenente la soluzione di
acetilazione e agiltate gentilmente per 10 min. Le

slides sono pol state sottoposte a trattamento con

Proteinasi K alla concentrazione di 5 pg/ml in acqua
DEPC, successivamente sono stati fatti 3 lavaggi per 3
min in PRBS 1x a temperatura ambiente, e si & passati
alla fase di pre-ibridizzazione per 6 h a temperatura

ambiente con la soluzione di ibridazione. L’ibridazione

e stata fatta con 150 gl di denaturizing hybridization,
con 1 pM di probe locked nucleic acid DIG-labelled
(Exigon, miRCURY). Ibridazione e stato allestita a 60
°C overnight. Le slides sono state lasciate in una
soluzione di 5x SSC preriscaldata a 60 °C 5x SSC e le
coverslips sono state rimosse con cura; le slides sono
state poi incubate in 0.2x SSC a 60 °C per 1 h, poi
incubate in 0.1 M Tris, pH 7.5, 0.15 M ©NaCl a
temperatura ambiente per 10 min. Il surplus della

soluzione & stato rimosso e le slides sono state poste

SG/A-16664



Barzano & Zanardo

46 -

in una camera umidificata; 500 Ml di soluzione di
blocking (1% FCS in 0.1 M Tris, pH 7.5, 0.15 M NaCl)
sono stati posti sulle slides per un tempo di
incubazione di 1 h a temperatura ambiente. L’anticorpo
fosfatasico alcalino anti-DIG e stato diluito 1:2,000
nella soluzione di Dblocking e incubato a 4 °C
overnight. Le slides sono state lavate tre in 0.1 M
Tris, pH 7.5, 0.15 M NaCl, e poi equilibrate in 0.1 M
Tris, pH 9.5, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl. Le slides sono
state colorate con BCIP/NTB (Sigma), deidratate, e
montate; le immagini sono state acguisite con un
microscopio Leica (Nussloch, Germany) DC500.

Trattamento con DAPT di cellule Daoy

La linea cellulare di Daoy & stata ottenuta
dall’American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA) e mantenuta in coltura 1n EMEM (Sigma Aldrich,
Milan, Italy) supplementato con 10% fetal bovine serum
(FBS) (Celbio Pero, Milan, Italy), 10 U/ml penicillina
e 0.1 mg/ml streptomycina (Celbio Pero, Milan, Ttaly).

Le cellule HEK-293 e SH-L5YSY sono state mantenute
in coltura in in DMEM (Sigma) supplementato con 10%
FBS (Celbio), 10 U/ml penicillina e 0.1 mg/ml
streptomycina (Celbio). Il trattamento delle cellule
Daoy con 1l N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-S-
phenylglycine t-butylester (DAPT (Sigma—~Aldrich) e
stato allestitc come segue: 1le cellule sono state
pilastrate e lasciate crescere overnight nel mezzo
contenente 10% FBS. Il gilorno successivo, 1l mezzo é
stato rimpiazzato con mezzo contenente 10 uM DAPT e

cambiato ogni 4 ore circa. I saggli di espressione sono
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stati ottenuti dopo 0, 6, 12, 24 h di trattamento,
usando condizioni controllo tra cuili un ugual volume
DMSO.

Saggio in vitro di motilita cellulare

La 1linea cellulare controllo Daoy e 1l <clone
stabile DAOY-199bSCl sonoc state usate nel saggio di
motilita cellulare. Il saggio di migrazione cellulare &
stato allestito utilizzando Transwells con pori di 8-
um  (Costar). Le cellule sono state risospese tramite
tripsinizzazione, lavate, e risospese in 100 ul DMEM
senza siero contenente 0.1% BSA (5x 10* cellule) e
poste nel cestello superiore delle Transwells. Tl
cestello inferiore e stato riempito con 600 pl di DMEM
supplementato con 0.5% FBS, come chemicattrattore. Le
cellule sono state lasciate migrare per 1 h a 37 °C. Le
cellule migrate nella zone sottostante della membrana
di policarbonato sSono state fissate con 2.5%
glutaraldehyde e colorate con una soluzione di
ematossilina (Sigma). Le cellule sono state contate, e
le analisi sono state fatte su tre Transwells per ogni
condizione, e ogni esperimento e stato ripetuto due
volte.

Campioni tissutali

Un totale di 61 casi di MB sono stati collezionati

da tre differenti centri: 12 campioni chirurgici di MB

provenienti dal Dipartimento di Neurochirurgia
dell’ Ospedale Santobono, Napoli, Italia; 18
dall’Istituto Curie, Parigi, Francia; e 31

dall’ Ospedale Sick Children, Toronto, Canada. Le

caratteristiche dei pazienti sono riportate nella
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Tabella 2.
TABELLA 2
Espressione
eta alla Follow- Stato Stadio z:iaﬁzzf
Paziente diagnosi up all'ultima M Istologia 199b-5p
{mesi) (mesi) visita (Chang) (sul6) 2-
ACt
morto per
MB102 108 32.8 la M3 classico 0.00099561
malattia
MB1O8 96 19.5 CR1 MO desmoplastico 0.09001227
morto per
MB106 50 4 la MO classico 0.010613742
malattia
MB111 9 2.2 CR1 MO desmoplastico 0.120138583
MB114 21 74.6 CR1 MO desmoplastico 0.000383771
MBL119 93 32.8 CR1 M1 classico 0.003199194
MB120 108 27.5 CR1 MO classico 0.218701701
morto per
MB123 37 13.6 la M3 classico 0.006959284
malattia
MB126 13 74.8 CR2 MO classico 0.067296233
MB128 18 3.7 CR1 MO desmoplastico 0.076875702
MB133 158 87 CR1 MO classico 0.025786457
MB137 93 84 CR1L MO classico 0.019919437
morto per _
MB79 36 14.1 la MO medullo 0.194622694
. myoblastoma
malattia
MBB8O 96 43.1 CRIL M2 desmoplastico 0.000152879
morto per
MB8la 109 14 la MO grandi cellule 0.019211033
malattia
MBY95 41 2.0 CR1 MO classico 0.002433079
morto per
MB96 44 42 la MO classico 0.004037267
malattia
morto per
MB99 99 21.9 la MO classico 0.015258058
malattia
N1 69 49 CR1 M2 classico 0.005729706
N2 90 20 CR1 MO classico 0.206256346
N3 26 34 CR1 MO desmoplastico 1.770829272
N4 124 14 CRL MO classico 0.014508728
N5 64 36 PR MO classico 0.386116248
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N6

N7

N8

N9
N10O
N11
Nlz

MDT-MB-1

MDT-MB-2
MDT-MB-3
MDT-MB-4

MDT-MB-5

MDI-MB-6

MDT-MB-7

MDT-MB-8
MDT-MB-9
MDT-MB-
38
MDT-MB-
46
MDT -MB-
50
MDT-MB—-
71
MDT-MB-
100
MDT-MB-
102
MDT-MB-
103
MDT-MB-
118
MDT-MB-
124
MDT-MB—
131
MDT-MB-
154
MDT-MB-
174
MDT-MB-
175
MDT-MB—-
177
MDT-MB-
193

35

76
169
128
29
140
34

25

2

88

124
39

60

32

26

65

109

22
26
10
20
34
19

33

14

o9
95

/8

34

33

23

32
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morto per

la M3
malattia
CR1 MO
CR1 MO
CR1 MO
BD MO
CR1 MO
b MO
morto per M (1-2-
la 3)
malattia
Mt (l-2-
3)
MO
MO
M+ (1-2~
3)
morto per
la MO
malattia
morto per
la MO
malattia
vivo MO
vivo MO
vivo MO
MO
ME(l-2
3)
MO
vivo MO
vivo Mt (1-2-
3)
vivo MO
vivo Mt (1-2-
3)
MO
M+ (1-2—
3)
M (-2
3)
M+ (1-2~
3)
MO
M+ (1-2—
3)
MEEL-2-
3)

grandi cellule

classico
classico
classico
classico

classico

desmplastico

desmoplastico

anaplastico

anaplastico

anaplastico

anaplastico

Barzano & Zanardo

@
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.007290413

.009490309
. 066566636
.379446328
.032431549
.097916916
.034231549

.574119241

.012369684

.408535751
.014345797

.117424185

. 924140125

.369604567

499210688
.085750892

.019155739

.875853287

.043612817

.074582006

. 645850534

.020193158

. 130267521

776616235

.902823686

.277894072

.038485091

.016130305

.821566771

.004737906

142617576
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MDT-MB-
194
MDI-MB-
201
MDT-MB-
207
MDT-MB-
220
MDT-MB-
222
MDT-MB-
223

MDT-MB-
224
2M2

2M16

4M1

4M10
4M11
4M12
4M13
4M15
4M16
4M17
4M18
4M19
4M2
4M20
4M2 1
4M22

4M2 3

4M26
4M2 7
4M28
4M3
4M30
4M31
4M32
4M33
4M35
4M36
4M37

131

167

10

Ut ko

e
OQOOQKO

EE S BRGI o

s
[e)}

W 2B oY b W Gy O) ke

110

20

20

20

13

26
72

58
14
14
18
24
22
62
12
26
c
27

17

12
36
49
24
14
50
48
36
36
56
48

-50-

vivo
vivo
vivo

vivo

morto per
la
malattia

CR1
vivo
morto per

la
malattia

vivo
Q
0
Q
CR1
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
morto per

la
malattia

vivo
vivo
CR1
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo

vivo

M+

M-+

(1-2-
3)

MO
MO

MO

(1-2-
3)

MO

MO

MO
MO

MO

M1
M3
MO
MO
M1
MO
M3
MO
M3
MO
M1
M3
M3

M2

MO
M2
MO
M3
MO
MO
MO
MO
MO
M3
M1

anaplastico a
grandi cellule

Classico

Classico

Classico

Classico
Classico
Classico
Classico
Classico
Classico

Classico

Grandi cellule

Classico
Classico

Classico

grandi cellule

classico

classico

classico
classico
classico
classico
classico
classico
classico
classico
classico
classico

classico
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.4842202¢61

.053878318

.025498266

.119673662

.050742316

.374030612

.02682E-10

.007714069
.001090312

.022951675

.000362543
L012582419
.003358695
.280568718
.066604933
.004022175
.182681185
245240791
.072460116
.055299918
.001948092
.043166742
.001217318

.034755336

.066137644
.052555486
.017134081
.1173909476
.000593161
.199915108
.203934051
.080160885
.020431867
.102537563

0.01621208
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4M38

4M39
4M4
4M40
4M41
4M42
4M4 3
4M44
4M48
4M49
4M5
4M50
4M55

4M58

4M6
4M7
4M8
4M9

15

18
60
36
36
18
16
22
12
20
18
41
36

15

26
20
12
26
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morto per
1la
malattia

vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
vivo
CR1
vivo
vivo
vivo
morto per

la
malattia

vivo
vivo
vivo

vivo

M2

MO
MO
MO
MO
MO
M3
M3
M3
M3
MO
MO
MO

M3

MO
M1
MO
MO

classico

classico
classico
classico
classico
classico
classico
grandi cellule
classico
classico
classico
classico

classico

grandi cellule

classico
classico
classico

classico
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.000346883

.014986991
161266704
.001348005
057124436
.032851388
.033246248
.228057449
.0143009066
.007560172
.003118728
.131638757
011346624

.003100982

017322564
.008736515
.065853534
.007555274

Continuo tabella 2

Codice del paziente

eta al decesso

Espressione del Mir-199-5p

(mesi) su U6 22-DCt
Gruppo 1-2 anni di eta
1210 0.2 0.028323341
1157 0.02 0:091384778
1102 0.39 0.010811309
779 0.005 0.009558291
814 .41 0.031308608
Gruppo 13-16 anni di eta
1297 15.81 0:.001938772
1158 16.63 0.001053237
1065 15.29 0.002201934
1024 14.6 0.000768088
931 13012 0.003939267
142 16.73 0.000206487

I1 consenso informato e stato ottenuto prima delle
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analisi dei campioni tumorali. Tutti 1 campioni sono
stati ottenuti al momento della diagnosi, prima di
trattamenti di radioterapia o chemioterapia, e 29 sono
stati soggetti ad analisi istopatologica in accordo con
i criteri del WHO [69], le informazioni sullo stato M
sono a disposizione per tutti i1 pazienti. Tessuti umani
di controllo sono stati ottenuti dal NICHD Brain and
Tissue Bank for Developmental Disorders all’Universita
del Maryland, Baltimora, Maryland. L’RNA totale e stato
estratto usando 1l reagente Trizol (Invitrogen), come
sopra descritto per le linee cellulari, e analizzato
per 1 livelli di espressione del miR-199b-5p attraverso
saggli TaqMan MicroRNAs. I 1livelli di espressione del
miR-19%b-5p sono stati divisi in due gruppi (alti e
bassi), 1in accordo con la mediana, e sono stati
comparati tra 1 gruppi metastatici e non metastatici
usando il Pearson Chi-Square test. Analisi di
sopravvivenza sono state ottenute attraverso il
software SPSS, usando un Log-rank test per accertare
la rilevanza statistica. La rilevanza statistica ¢
stata stabilita con un P value di 0.05.

Costruzione degli Adenovirus

La sequenza del miR19% 5’-XhoI, 3’-HindI III e
stata direttamente clonata nel vettore AdS-CMV-KNpnI-
NotIpA, poi 17 industria Innovative Adenovirus
Technologies and Reagents, ha provveduto alle relative
ricombinazioni e la costruzione dell’adenovirus 199,
(vedere figura 16 che mostra la sequenza del vettore
SEQ ID NO: 2 e figura 15 che mostra 11 vettore con

inserita la sequenza SEQ ID NO: 1).
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Infezione adenovirale

L’infezione con 1 virus ricombinanti & stata
effettuata esponendo le cellule all’adenovirus in 500ul
di mezzo di coltura cellulare completo per 1h, seguita
poi dall’aggiunta di altro mezzo. Abbiamo usato
1’ espressione della GFP dell’adenovirus (AdV MOCK e AdV
199b) come un controllo per determinare 1’efficienza
dell’infezione.

Eterotrapianto nel ventricolo destro del

cervelletto di topi SCID

Per stabilire un modello xenograft
intracerebellare, topi di 6-8 settimane sono stati
anestetizzati con Tribromoetanolo (Avertin®) (50

mg/kg); e dopo cid, attraverso una piccolo incisione
sulla pelle (1 mm) ed e stato realizzato un piccolo
foro (0.7 mm di diametro) con un trivello da
microchirurgia (Fine Science Tools, Foster City, CA).
Le cellule Daoy Luc infettate con 1’adenovirus mock,
con 1l’adenovirus 1990 ed 1 cloni stabili 199 LUCL
(10°) sono stati risospese in 5 uL di PBS ed iniettate
lentamente attraverso il piccolo foro nell’emisfero
destro del cervelletto (coordinate stereotattiche dal
bregma anteroposteriore 5.5 mm; detrolaterale 2.1 mm;
dorsoventrale 5.0 mm) usando un ago da siringa di 10-
AL, 26—gauge Hamilton Gastight 1701 che e stato
inserito perpendicolare alla superficie craniale. Gli
animali sono stati monitorati settimanalmente tramite
la bioluminescenza per valutare la crescita del tumore
per 8 settimane.

Acgquisizioni 3D
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L7 IVIS Spectrum: questo sistema consente
17acquisizione fotografica e strutturale di un immagine
luminosa, e due o ©piu immagini Dbioluminescenti a
differenti lunghezze d’onda (da 560 a 660 nm), e genera
la topografia superficiale (mesh) del soggetto.
Modificando specifici parametri dell’algoritmo DLIT su
cul pud agire 1l'operatore (come ad esempio la lunghezza
d’onda, la fonte della spettro, e le proprieta del
tessuto), si pud ricostrulre la posizione, la geometria
e forza della fonte di luminescenza nel soggetto. Il
software Living Image® fornisce gli atlanti digitali
del topo che permette la wvisualizzazione delllo
scheletro e degli organi su una ricostruzione 3D.

PET e SPECT-TC degli animali

I topi sono stati anestetizzati con 2.5%

di

o°

isofluorano e lasciati sotto anestesia con 1
isofluorano durante tutta la procedura di imaging. I1
['°F1FDG e [**F]Fluoride PET imaging & stato usato per
esaminare 1 cambiamenti metabolici e ossei indotti
dalle cellule tumorali, rispettivamente. Le immagini
sono state acquisite in tre posizioni (10 min per
posizione per un totale di 30 minuti) e un risoluzione
assiale di 1.2 mm, usando un sistema Explorer-Vista
small animal PET-CT (GE Healthcare) .

RISULTATT

I1 miRNA 199b-5p silenzia 1’espressione di HES1
legando la sua 3’'UTR.

La nostra analisi in-silico tramite
17 interrogazione del database mirBase [27] e stata

volta all’identificazione dei miRNAs che ©potessero
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avere come target HES1l, un effettore del pathway di
Notch. Il MiR-19%-5p e il miR-19%a-5p avevano il
migliore punteggio come potenziali regolatori di HESI.
Abbiamo poi focalizzato la nostra attenzione sul miR-
199%b-5p per la sua capacita di diminuire 1’espressione
di HES1 dopo over—espressione transiente, comparata al
miR-19%a-5p ( Fig. 97, B). Il miR-199%-5p & perso nei
tumori al polmone [28] e mappa in una regione genomica
deleta nel tumore alla vescica [29]. Il miR-19%a~*
(anche detto miR-199%a-5p, con una sequenza identica al
miR~-199b-5p) e ridotto nel carcinoma epatico [30-32].
Le analisi di espressione del miRNA-199b-5p in due
linee cellulari di MB, in tessuti adulti e in
cervelletti murini sono mostrate nelle Fig. 9C, D and
10A, B.

Per determinare se HES1 fosse un target del miR-
199b-5p, la regione 3'UTR & stata clonata in un vettore
per saggio luciferasico ed il miRNA in un vettore di
espressione. Nella linea cellulare HEK-293 e stato
cotrasfettato il miR-199b-5p ed 1l costrutto reporter
dimostrando che il miRNA lega la 3'UTR di HES1 (Fig. 9,
Fig. 9E). Come controllo negativo, abbiamo utilizzato
un costrutto, contenente la 3'UTR di HES1, mutato nel
sito di legame per il miR-19%-5p (Fig. 9, Fig. 9E), ed
un oligo 2-0" -methyl oligoribonucleotide (2—0M)
complementare alla sequenza del miR-199b-5p maturo, che
bilancia gli effetti del miR-19%b-5p, ristabilendo
17attivita luciferasica (Fig. 9, Fig. 9E). Risultati
simili sono stati ottenuti nella linea cellulare di MB

Daoy (Fig. 9, Fig. 9F).
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Per studiare il ruolo del miR-19%b-5p nella
biologia del MB, il costrutto di espressione contenente
il miR-19%b-bp e stato trasfettato nella linea
cellulare Daoy e sono stati ottenuti diversi cloni
stabili overesprimenti il miR-199%b-5p. La
overespressione e stata confermata tramite real-time
PCR (Fig. 9, Fig. 9G) . Tre cloni stabili hanno
evidenziato la riduzione di espressione di HESI1, tra
questi 11 clone 199bSCl ha mostrato la completa assenza
di  HESI. I «cloni 1998Cl1 e 199pMC1 sono stati
selezionati per 1 successici studi funzionali (Fig. 9,
Fig. 9H). Questi effetti sulla down regolazione di HES1
sono stati confermati anche nella linea cellulare di MB
D283MED, trasfettata in maniera transiente con il
miRNA-199b-5p (Fig. 9, Fig. 9B).

Per riconfermare ulteriormente questi dati, il

clone 199bsC1 e stato trasfettato con
17oligoribonucleotide 2-0M usato come controllo
negativo (Fig. 9, Fig. 9I). In guesti esperimenti

1’ espressione di HES1 viene restaurata, suggerendo che
1’ologo 2-OM blocca la repressione di HES1 operata dal
miR-199b-5p, confermando ulteriormente che il miR-19%b-
5p regola direttamente HES1. Altri possibili targets
del miR-199%-5p sono stati studiati (Fig. 9, Fig. 10C,
D).

L' overespressione del miR-199b-5p riduce la
proliferazione cellulare ed inficia il ©potenziale
clonogenico delle cellule di MB.

I cloni stabili 199bsCl e 199bMC1 hanno

evidenziato una ridotta crescita cellulare se comparata
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ai cloni di controllo. Per questi motivi abbiamo
indagato eventuali alterazioni nel ciclo cellulare
tramite analisi al FACS sul clone 199bSCl, che mostra
una diminuzione di cellule in fase S del 31% ed un
aumento delle cellule in fase GO-Gl1 del 15%, comparato
al clone di controllo (Fig. 1A). Questo esperimento
suggerisce che la ridotta proliferazione sia dovuta
all’uscita delle cellule dalla fase S. I1 clone
199bMC1 non mostra sostanziall cambiamenti nel ciclo
cellulare, forse dovuta alla minore riduzione di HESI.
Questo fenotipo al ciclo cellulare si traduce in una
diminuzione di proliferazione wvalutata dal saggio di
proliferazione MTS, comparando i1 cloni 199bSCl e
199bMCI con 11 clone controllo e le cellule trasfettate
con 1l’oligo 2-OM contro il miR-199b-5p (Fig. 1B).
Entrambi 1 cloni 199bMCl e 1999SCl mostrano una marcata
riduzione di proliferazione. Gli stessi risultati sono
stati confermati nelle linee cellulari D283 e ONS-76 (
Fig. 10F). Gli effetti del miR-19%b-5p sono stati anche
confermati nella linea Daoy con 1’o0ligo 20M,
dimostrando che 1’7oligo 20M agisce anche sulla quota di
miR-199%b endogeno ( Fig. 10G).

Gli effetti del miR-199b-5p sono stati wvalutati
tramite 1’analisi di marcatori di proliferazione e
differenziamento tramite real time PCR. Come mostrato
in Fig. 1C, MAPZ2, espresso nei neuroni maturi [33], e
upregolato nei cloni stabili 199%bSCl1 e 199%bpMC1. La
linea cellulare Daoy esprime GFAP dopo differenziamento
con phenylbutyrate [34], in modo simile nel clone

stabile 199bS8Cl, i 1livelli di GFAP sono aumentati.
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L’ espressione dei geni analizzati nei cloni stabili e
in accordo con 1l fenotipo visto nei cervelli dei topi
HES1-/- [23]. Tra gli altri geni, GABRA6, un marcatore
del differenziamento delle cellule granulari
cerebellari e significativamente overespresso nei cloni
stabili per il miR-199%b-5p (Fig. 1C).

Durante la neurogenesi e fondamentale
1’ espressione di geni, quali MASHI, MATH3 and NGNZ,
infatti, i topi knockout per HES1 mostrano
upregolazione di questi geni DbHLHs [35}]. Entrambi i
cloni stabili per il miR-199%b-5p mostrano un aumento di
espressione dei geni bHLH. In accordo con la
diminuzione di proliferazione, 1 geni c-Myc e cyclin DI
sono diminuiti. Tra i cloni analizzati il clone 199bSCl
mostra 1l fenotipo piu consistente per la marcata
riduzione di espressione di HES1.

Abbiamo poi analizzato se 1’espressione del miR
influenzasse la crescita ancoraggio dipendente tramite
un saggio clonogenico. Nel c¢clone 199bSCl c¢’éeé una
riduzione dell’ 80% nel potenziale di formazione delle
colonie, comparato al clone controllo (Fig. 1D) .
Abbiamo inoltre confermato che 1 livelli di GABRA6 and
MATH3 sono up-regolati nel clone 1990SCl (Fig. 1F);
MATH3 & noto essere represso da HES1 [35].

Il miR-199-5p diminuisce 1la quota di cellule
appartenenti alla side population nella linea cellulare
Daoy e regola negativamente la popolazione di cellule
staminali del MB.

I1 pathway di Notch e stato collegato alla

frazione di cellule tumorali di MB che esprimono i
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marcatori delle cellule staminali [36]. La side
population (SP) delle cellule tumorali ha un ruoclo
importante nella crescita tumorale in modelli xenograft
murini [37]. Abbiamo analizzato 1’influenza del miR-
199b-5p sulla popolazione di cellule tumorali che
escludono il colorante Hoechst 33342, una strategia per
identificare la SP. La SP della linea cellulare Daoy,
analizzata tramite citometria a flusso, mostra un 4.9%
di cellule SP+, confrontate con 1l controllo negativo
di cellule trattate con verapamil ( Fig. 11A, B). Il
trattamento con verapamil e basato sull’inibizione di
una pompa ionica responsabile dell’esclusione dell’
Hoechst 33342, che rende impossibile vedere la SP cells
[38]. La side population risulta, invece, assente nei
cloni 199bSCl e 199bMC1 ( Fig. 11C-F).

Le cellule staminali del sistema nervoso centrale
esprimono 1’antigene CD133 e sono le uniche capaci di
formare tumori nei topi nudi atimici [18,39]. I1
pathway di Notch ha un ruolo chiave nei processi di
auto-rinnovamento, 17inibizione di questo pathway
diminuisce la gquota di cellule CD133+ nella linea
cellulare Daoy attraverso 1’induzione dell’apoptosi
nelle cellule progenitrici [36]. Recentemente, e stato
dimostrato che le cellule Cdl33+ della linea cellulare
Daoy promuovono la crescita tumorale nel fianco di topi
nudi, al contrario delle cellule Cdl33- [40]. Per
guesto motive abbiamo valutato la percentuale di
cellule Cdl33+ della linea cellulare Daoy rispetto ai
cloni 1990SCl e 199oMC1 (Fig. 2). Le cellule Daoy hanno

una dquota del 14.8% di CD133+, mentre negli stabili
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199bSCl e 199pbMC1l la quota di cellule CD133+ sono del
2.4% e ©6.5%, rispettivamente (Fig. 2C-F). Questi dati
dimostrano che i1 miR-199%-5p ha un ruolo nella
regolazione negativa della frazione di cellule
staminali tumorali.

L’ overespressione di HES1l reverte il fenotipo del
clone overesprimente il miR-199b-5p

Per confermare che il fenotipo wvisto nei cloni
stabili per il miR-199b-5p fosse direttamente correlato
alla diminuzione di espressione di HES1, abbiamo
effettuato esperimenti di reversione del fenotipo nel
clone 19%SCl. I1 cDNA di HES1 e stato clonato e
trasfettato nel clone stabile 199b0SCl1l, ed e stata
valutata 1’espressione di HES]1 tramite immunocblotting
(Fig. 3A). Inoltre, e stata wvalutata la ri-espressione
di cyclin D1, <che era diminuita nel clone stabile
199bSC1. La ri-espressione di HES1 reverte anche
1l7effetto del miR-199b-bp sulla proliferazione
cellulare (Fig. 3B). Allo stesso tempo, la trasfezione
di HES1 nello stabile 199b0SCl diminuisce 1’espressione
dei geni pro-neurali PHLHs e del differenziamento
neuronale e aumenta i livelli dei geni della
proliferazione (Fig. 3C), inoltre aumenta la
percentuale di cellule in fase S del ciclo cellulare,
rimuovendo il blocco in fase GO-G1 (Fig. 3D). Per
guanto riguarda la side population, la ri-espressione
di HES1 aumenta di poco la SP dell’ 1.3%, comungque piu
alta della percentuale di cellule SP+ presenti nel
clone stabile 199bSCl1 (Fig. 3E-H) e piu bassa delle

cellule presenti nelle cellule Daoy ( Fig. 11). Questo
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¢ probabilmente dovuto al breve tempo di ri-espressione
di HES1 dopo la trasfezione in transiente. Poil abbiamo
cercato di revertire il fenotipo visto per le cellule
CD133+; 1la +trasfezione 1in transiente non aumenta la
percentuale di CD133+, forse per la Dbreve ri-
espressione di HES1 che non permette la
riorganizzazione della gerarchia delle cellule Daoy.

La crescita tumorale e ridotta negli xenograft
derivanti dal clone stabile 199bSCl.

I risultati ottenuti indicano che 11 miR-19%b-5p &
un potenziale inibitore della formazione tumorale. Per
studiare il zruolo del miR-199b-5p in un modello
tumorale, in vivo, abbiamo stabilizzato il clone
199bsSCl ed 11 clone di controllo con un vettore di
espressione codificante per il gene della luciferasi. I
cloni ottenuti sono stati testati per 1 livelli di
espressione della luciferasi e per 1’espressione di
HES1 e del miR-199%0-5p (Fig. 12A-D). I cloni stabili
199b-Lucl e Ctl-Luc—-4 Daoy sono stati poi iniettati
rispettivamente, nel fianco destro e sinistro, di
cinque topi nudi atimici. La crescita tumorale e stata
valutata ogni settimana attraverso la bioluminiscenza
delle cellule iniettate. Dopo otto settimane tutti i
topli hanno mostrato una massa tumorale visibile nel
fianco di controllo, mentre soltanto tre fianchi

inettati con 11 c¢lone 199-Lucl hanno mostrato una

crescita tumorale comungue significativamente
inferiorre rispetto al controllo (Fig. 4A). La misura
della bioluminescenza dimostra una significativa

riduzione di emissione per 11 fianco iniettato con 1l
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miR~-199b~-5p durante la crescita tumorale zrispetto al
fianco di controllco (per esempio topo #4, Fig. 4B).
Dopo nove settimane, gquattro dei cingue topi hanno
mostrato differenze statisticamente significative nei
segnali di bioluminescanza tra fianco di controllo e
fianco miR-199%-5p (Fig. 4C). I dati dimostrano che il
miR-19%-5p pud inficiare la formazione tumorale 1in
vivo in topi nudi atimici. Il tumore =xenograft del topo
#5 e del topo #4 sono statil espiantati e analizzatil per
1’ espressione del miR-19%-5p e di HES1 e wvalutati
istologicamente (Fig. 12E-H).

Per studiare ulteriormente 1’abilita del miR-199%b-
5p di regolare la crescita del MB, abbiamo iniettato il
clone stabile 199bSCl nel quarto ventricolo di topi
nudi atimici di cinque settimane di eta (Fig. 4D, E).
Dopo quattro settimane di crescita tumorale, seguita
tramite la bioluminescenza, nei topi iniettati con il
clone stabile 199bSCl e stata molto minore rispetto ai
topil iniettati con il controllo. Come ulteriore
conferma, abbiamo inettato nel quarto wventricolo di
topi atimici cellule infettate con un adenovirus
codificante per 11 miR-199b-5p; come per 1 precedenti
esperimenti guesti topi mostrano una riduzione di
bioluminescanza dopo dquattro settimane (Fig. 4F). Le
immagini delle acquisizioni della bioluminescenza dopo
otto settimane sono mostrate in figura 4G. Due di
guesti topil sono stati sacrificati e analizzati con
tecniche istologiche. La colorazione ematossilina-
eosina del tessuto cerebellare, espilantato dai topi,

mostra la presenza della massa tumorale nel cervelletto
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del topo AdV5-Mock#2 e del topo AdV5-19%b#3. Sezioni
istologiche parallele sono state esaminate al
microscopio a fluorescenza per valutare 1’espressione
della proteina verde fluorescente (GFP) espressa dalle
cellule infettate con 17 adenovirus. Poi abbiamo
valutato 1’espressione di HES1, Kié7, Gabra6, Nestin e
Math-3 (Fig. 4G-H e 12L-M). Altri due topi (AdVE-
Mock#7; AdV5-199b#5) sono stati analizzati con la
tecnologia PET-CT dopo 12 settimane dall’iniezione per
valutare la proliferazione (Fig. 5A, B). Dati
supplementari di acquisizione di bioluminescenza con
due video mostrano la ricostruzione 3D del topo
iniettato con AdVb-Mock e del topo AdV5-19%> (Fig. 14).
Questi dati dimostrano una significativa riduzione
della massa tumorale nel topo AdV5-199b#5, in confronto
con 11 topo Adv5-Mock#7, inoltre, 1’analisi PET-CT
mostra la riduzione della massa (0.024 cm’ versus 0.044
cm’, rispettivamente). I dati mostrati indicano un
chiaro effetto benefico della overespressione del
miR19%b-5p, che regola negativamente la crescita
tumorale delle cellule di MB nel modello murino
ortotopico xenograft.

Espressione del miR-19%b-5p nei medulloblastoma
umani.
Abbiamo analizzato 1’espressione del miR-19%b-5p in 13
cervelletti di controllo pediatrici ottenuti dalla
banca NICHD Brain and Tissue Bank for Developmental
Disorders, dell’Universita del Maryland, USA. Abbiamo
comparato 1’ espressione del miR-199%b-5p in 5

cervelletti tra 0-1 anni e 6 tra 13-16 anni (Fig. O6A).
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I1 miR~199b-5p ha una elevata espressione nei
cervelletti di controllo piu giovani 0-1 anni di eta
(Mann-Whitney test, P = 0.006).

L’ espressione del miR-199-5p e stata valutata in
61 MB. L’'intera popolazione (n = 61) & stata divisa in
due gruppi, bassa versus alta espressione del miR-19%b-
5p, divisione basata sulla mediana. L’espressione del
miR-199b-5p nei casi non metastatici (MO) e metastatici
(M1, M2 e M3) mostra che 1’espressione del miR-199b-5p
nei casi non metastatici & molto pit alta che nei casi
metastatici (P = 0.001, Pearson Chi-Sguare test; Fig.
6B) .

L'espressione del miR19%-5p e stata wvalutata in
una coorte di pazienti formata da 108 campioni, 1
valori di espressione (27°DCt) sono stati normalizzati e
i pazienti sono stati suddivisi in tre gruppi in
accordo al 33° and 66° percentile di espressione del
miR199%-5p. I tre gruppi sono stati identificati come
basso, medio ed alto e la loro storia clonica e stata
correlata all’espressione del miR 19%b. Per 90 dei 108
casi di cui abbiamo avuto 1 dati di follow-up, 31 erano
definiti alti, 29 bassi e 30 medi. L’analisi Kaplan-
Meier (SPSS software package) nei 90 pazienti mostra un
sotto gruppo in cuil 1l’alta espressione & correlata con
un tempo piu lungo di sviluppo di recidive comparato al
gruppo con bassa espressione. Sfortunatamente, il test
log-rank rileva che questo trend non e significativo
(Figura 7). Se invece correliamo soltanto i1 due gruppi
con bassa ed alta espressione (Kaplan-Meier in Figura

8) 11 test log-rank & significativo, dimostrando che i
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tempi di sopravvivenza senza recidiva sono molto
differente tra 1 due gruppi, con 1l sotto gruppo al
alta espressione che sopravvive di piu rispetto al
gruppo con bassa espressione del mirl9%b-5p.

I risultati ottenuti dimostrano che 1’'espressione
del miR-19%~5p e diminuita nei casi di MB metastatici
indicando un meccanismo di regolazione epigenetica.
Abbiamo poi wvalutato 1’espressione del miR-199b-5p in
un pannello di cellule di MB dopo trattamento con un
agente demetilante b5-aza-deoxycytidine (Fig. 6D). Due
linee cellulari (Med8a and UWwz228) mostrano una
significativa up regolazione del miR-199b-5p,
supportando 1’ ipotesi del controllo epigenetico
dell’espressione del miR-199%b-5p. Sono in corso studi
ulteriori per dimostrare questa ipotesi.

Informazioni di supporto

Attraverso le analisi predittive dei target, si
considera che miR-199a-5p e miR-199%b-5p abbiano
potenzialmente come bersaglio HES1. Per determinare se
guesto potenziale di legame si traduce in un efficiente
regolazione cellulare di HES1, abbiamo trasfettato sia
miRNAs 1in cellule HEK-293 (Fig. 9 A, B). Abbiamo
clonato il pre-miRNAs in due costrutti in cui
1l’espressione & stata ottenuta dal promotore CMV. Dopo
48 ore di trasfezione transiente, Mir-199b-5p ha down-
regolato 1l’espressione di HES1. In guesta fase, si
potrebbe escludere effetti di miR-199%9a-5p su HES1 3'UIR
in diversi tipi cellulari.

Abbiamo poi wvalutato 1 livelli di espressione del

mir-199b—-5p maturo utilizzando un approccio real-time
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(vedi Procedure Sperimentali) in cellule Daoy e D283MED
(Fig. 9C) . MiR-199b-5p mostra bassi livellidi di
espressione in cellule SH-SYb5Y, una linea cellulare di
neuroblastoma, mentre le cellule Daoy esprimono piu
mir-199%b—-5p. Ci sono anche differenze nel 1livello di
espressione dei due miRNA nella linea cellulare DZ283MED
MB, che derivano dal ligquido ascitico di un paziente
metastatico di MB, rispetto alla linea cellulare Daoy
[56]. L'espressione di Mir-199-5p era 104 wvolte
inferiore rispetto alle cellule Daoy, che riflettono
potenzialmente 1 diversi tipi cellulari di origine
tumorale[57]. L'espressione di miR-19%9a* & stato anche
valutato (dati non mostrati), che e conosciuto anche
come miR-199a-3p, e che recentemente & stato collegato
al proto-oncogene MET [58]. Dopo 1’'over—-espressione di
pre-miR-19%a, non abbiamo visto 1’over-espressione di
miR-19%9a* in Daoy. Cid & probabilmente dovuto da un
determinato trattamento di pre-miR-199b-5p verso la
produzione di mir-199a (dati non mostrati) .
L’ espressione di MiR-19%b-5p e stata wvalutata anche in
condizioni normali di tessuti umani (Fig.S1D): la sua
espressione e molto elevata nel duodeno e nei
linfonodi, con un’espressione piu bassa nel cervello

adulto (intero) e nella corteccia cerebrale.

Per confermare gli effetti di miR-199b-5p su diverse
linee cellulari di MB, abbiamo trasfettato in maniera
transiente 1le D283MED ed abbiamo wvalutato la down-
regolazione della HES1 da Western Dblotting. Come

mostrato nella figura di  supporto 9 G, 1'over-
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espressione di miR~-199b~-bp ha portato ad una
diminuzione dei 1livelli della proteina HES1. Questo
effetto sulla proteine HES1 si traduce in una riduzione
della proliferazicone delle cellule, come valutato da
MTS assay (vedi fig 10 F). In questo caso, abbiamo
comparato le linee cellulari D283MED e ONS76
transfettate in maniera transiente con miR-199%-5p; in
entrambi 1 casi abbiamo wvisto una diminuzione della
proliferazione, rispetto ai campioni di cellule
trasfettate col mock.

A questo punto ci siamo chiesti se miR-199%b-5p e
coinvolto nel controllo della proliferazione cellulare
a livello endogeno. Per rispondere a questo quesito,
abbiamo utilizzato un 2-0O-metil-oligoribonucleotide
diretto contro la sequenza matura del miR-19%b-5p
(199b-CM), per diminuire i suoi 1livelli endogeni. Le
cellule Daoy hanno mostrato la piu alta guantita di
miR-199b-5p tra le linee cellulari testate di MB (dati
non mostrati), esse sono state trasfettate con 19%-OM
(Fig. 10 G). Le cellule hanno mostrato un piu alto
tasso di proliferazione in wvitro, rispetto al tasso di
proliferazione delle cellule Daoy trasfettate con un
controllo oM ( oligonucleotide 2-0O—metil
oligoribonucleotide) .

Espressione di Mmu-miR-199b—-5p nello sviluppo del
cervelletto

Per affrontare la qguestione di come si esprime
mirl99 nel cervelletto durante lo sviluppo, abbiamo
fatto uso dell’omologo murino mmu-miR-199%0-5p e

analizzati per la sua espressione nel cervelletto in
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via di sviluppo del topo. Abbiamo applicato la
metodologia sviluppata per 1'uso di sonde di acido
nucleico bloccate e classificate con digoxygenin (DIG).
Embrioni di topo alla 14.5 settimana (E14.5) e cervello
di topo neonato a PO sono stati utilizzati in
esperimenti nell’ibridazione in situ, come mostrato in
figura 10A. L'espressione di mmu-miR-19%b-5p & stato
confrontato con gquello di miR-124a come controllo, che
e noto per essere uno miRNA abbondante nel sistema
nervoso centrale. L'espressione di mmu-miR-19%-5p ¢&
pit diffusa, rispetto a miR~-124a. Inoltre,
1’ espressione di mmu-miR-199%b-5p diminuisce con 1o
sviluppo del cervelletto, mentre miR-124a conserva la
sua espressione nello strato di cellule granulari
interne (Igl) e neil neuroni del Purkinje. Quindi,
l'espressione del mmu-miR-19%b-5p & stato wvalutato nel
cervelletto del topo in diverse fasi di sviluppo,
misurando i livelli di miRNA maturo e attraverso
17analisi di espressione mediante analisi di PCR real-
time. I dati hanno mostrato che, anche se 1’espressione
di mmu-miR-199%b-5p ha livelli inferiori rispetto a miR-
124a, 1’ espressione di mmu-mirR-199b-5p €& regolata
durante lo sviluppo, riducendosi dal 16.5 giorno
embrionale fino allo sviluppo del cervelletto del topo
adulto (fig. 10 B).

Regolazione del MiR-199b-5p di altri potenziali
bersagli.

Tra gli obiettivi previsti di MiR-199b-5p, vi e la
chinasi GSK3-Puna proteina coinvolta nel segnale di

trasduzione dal pathway di Shh a quello di Wnt, e
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guindi una chinasi cruciale nella regolazione dei
pathways nell’omeostasi delle cellule cerebrali. Per
guesta ragione, noi abbiamo wvalutato 1'abilita di miR-
199b-5p a down-regolare GSK3-B wutilizzando 1l clone
stabile 199bSCl. Questo clone non ha mostrato alcuna

significativa <riduzione dei 1livelli della proteina
GSK3-P(Fig. 10 C). Questo effetto pud essere spiegato
dal fatto che non e accessibile il legame del 3'UTR di
GSK3-P con miR-199%b-5p, come & suggerito dall’ alto

AAG valutato con 1’algoritmo Pita (vedere tabella di
supporto 3 che riporta la lista dei geni targets del

MiR-199b~5p correlati al cancro; [59 ]).

TABELLA 3
Geni Funzione ded Analisi Miranda Analisi PITA
gene -~
target (acronimo) Score P-valiue Seed AAG
HES1 Transcription g4 5355  5.80E-03  8:0:1  -8.92
factor
Neurotrophic
NTRK1 Lyrtosiie 19.4586 1.70E-03  8:0:1 1.21
kinase
receptor
CCNL1 Clyclin L1 17.4364 3.60E-05 8:0:0 -10.28
Cyclin-
CDK9 dependent 16.488 1.40E-04 8:0:0 -5.03
kinase 9
HIR histone
cell eycle
HIRA regulation 16.224 2.10E-04 8:0:1 =2.52
defective
homolog A
HOXC5 Homeobox 16.157  8.21E-03  8:0:1  0.09

protein Hox-C5
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Dual
specificity
mitogen—
activated
protein kinase
kinase 5
Mitogen-
activated
MAP3K12 protein kinase 15.8078 6.10E-03 8:0:1 -6.37
kinase kinase
12

MAPZ2KSH 16.2892 4.35E-02 8:0:1 ~4.13

Homeobo
NANOG protein NANOG 17.3329 0.01486 8:0:1 —7.65

Helix—-loop-
NHLHZ2 helix protein 16.0155 4.62E-03 8:0:0 -7.59
2 (HEN2)
Homeobox

OTX1 protein OTX1 16.1851 2.04EK-04 8:0:1 -8.68

Glycogen
GSK3R synthase 16.4041 3.80E~02 8:0:0 0.03
kinase-3 beta

Abbiamo selezionato anche altri tre geni per
testare 11 potenziale di regolazione da parte di miR-
199%b-5bp: Nanog, NHLHZ e cyclin Ll. Quando down-
regolati, guesti geni potrebbero portare ad un fenotipo
simile a quello wvisto nel clone stabile mir-19%b-5p.
Noi non abbiamo rilevato alcun effetto di down-—
regolazione di miR-19%-5p sui 3'UTRs questi geni
selezionati (vedi Figura 10 D). Recentemente, e stato
dimostrato che miR-199a* regola 1l proto-oncogene MET
[57]. Dal momento che condivide la stessa sequenza di
miR-199b-5p, sara interessante verificare i livelli di
guesto proto-oncogene nelle nostre analisi, c¢he sara
una questione di studi futuri.

Studi in vivo di cellule Daoy bioluminescenti over-—
esprimenti il miR-199b-5p.

Le immagini 1in-vivo basate sulla Luciferasi sono
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emerse recentemente come un potente strumentc per
indagare 11 potenziale di innesto ortotopico delle
cellule tumorali in modelli animali [60]. Per
determinare 1l ruolo di miR-19%-5p in un modello in
vivo di tumore, abbiamo stabilizzato i cloni di 19%bSCl
ed il controllo con un vettore di espressione avente
cDNA di luciferasi. I <cloni sono stati testati per
valutare i 1livelli di espressione della luciferasi
(fig.1l2 A, B): qguesti esperimenti in wvitro hanno
dimostrato elevata correlazione tra 11 numero di
cellule e bioluminescienza misurata. Pertanto,
1’ espressione di luciferasi consente di avere immagini
non invasive di tumori e la quantificazione della
crescita tumorale. I cloni stabili ottenuti sono stati
convalidati per 11 loro mantenimento del fenotipo
parentale, sia per 1l’espressione di miR-19%b-5p che di
HES1, come illustrato nella figura di Supporto 12 C, D.
Lo xenotrapianto dal topo # 4 & stato trattato al fine
di determinare la morfologia, usando colorazione
ematossilina-eosina. I tumori formati sul lato
controllo sono piu invasivi ed aggressivi rispetto a
guelli formati sul lato iniettato con miR-199b-5p, come
si pud vedere l1l'invasione delle cellule tumorali nel
tessuto muscolare (Fig. 12 E; frecce in nero) . La
colorazione con un anticorpo diretto contro Nestin ha
rivelato che il tumore formato sul lato con miR-199b-5p
mostra meno cellule con la caratteristica di
progenitori neurali, in accordo con la down-regolazione
del pathway di Notch (Fig. 12 G, H) [61l]. L’espianto

dal topo #5, che forma i1 tumori sia sul lato iniettato
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col 199b che su quello controllo, ha mostrato una
perdita di espressione del transgene (miR-199%b-5p), il
guale potrebbe essere responsabile per il recupero del
potenziale di tumore (fig. 12 I).

Per caratterizzare ulteriocrmente la capacita di miR-
199b-5p di contrastare la crescita tumorale in wvivo,
abbiamo stabilito impianti ortotopici di cellule Ctl-
Lucl e 199b-Luc4d. Inoltre, abbiamo iniettato anche
cellule Daoy wild-type che sono state precedentemente
infettate da un adenovirus ricombinante esprimente miR-
199b-5p (AdV5-199b), seguite con immagini in wvivo di
bioluminescenza (BLI). Abbiamo usato come controllo sia
199b-Tucl, <che il clone Ctrl-Lucd infettate con un
virus AdV5-mock. I risultati a 4 settimane
dall’iniezione sono mostrati in Fig. 4F, con piu
analisi di BLI dei topi mostrati alla 4° e 8° settimana
(Fig. 4G e 14).

La linea cellulare Daoy trattata con DAPT mostra
maggiore espressione endogena di miR-199b e
1’ espressione di geni come nelle cellule staminali
embrionali.

Per determinare se si pud aumentare 1 livelli
endogeni di miR-19%b-bp, abbiamo trattato linee
cellulari Daoy con N-[N- (3, 5-difluorophenacetyl)-1-
alanyl]-S-phenylglycine t-butylester (DAPT, Sigma-—
Aldrich), che Dblocca in modo efficace 1l complesso
presenilina-secretasi e, di conseguenza, previene
efficientemente 1l'attivazione di Notch [62,63]. Come
mostrato in Fig. 13 A, abbiamo riscontrato che al

momento del trattamento con DAPT, il livello di mirR-
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199b-5p e aumentato di 9 wvolte a 12 h. Questa
attivazione & ©poi seguita da una rapida inibizione
della sua espressione, entro le 24 h di trattamento.
Questi datili sono poi statl supportati dalla verifica
dei livelli di HES1 utilizzando come analisi il Western
Blot (Fig. 13 B), indicando cosl che, in seguito
all’ overespressione di miR-19%-5p, & stato osservata
1'inibizione della proteina HESl. Questi dati ci hanno
indotto a stabilire in che misura 1’over-espressione di
miR199 e la perdita di HES1 ©possono influenzare
1’ espressione dei geni coinvolti nelle cellule
staminali embrionali (ES) e nelle cellule staminali
tumorali sottoposte al trattamento con DAPT

In seguito ai risultati presentati in un recente
studio [64], abbiamo analizzato il profilo di
espressione dei geni con real-time quantitativa (Top-8
list) che sono associati all’identita delle cellule
staminali embrionali (ES), e alla proprieta di
“staminalita” di diversi tumori solidi, tra cuil tumore
al seno, alla vescica e glioma. Qui, abbiamo
selezionato 1 marcatori per 1 geni delle cellule
staminali (MB e glioblastoma), come CD133 e c-myc, e
guindi i geni «che sono 1la <chiave di regolazione
dell’identita delle cellule ES: 0Oct4, KFL5 e Nanog.
Abbiamo anche analizzato 1 geni associati con cellule
staminali adulte / funzione progenitrice, ES e
proliferazione delle <cellule tumorali e / o la
progressione del cancro. Secondo questi criteri,
1l’elenco di geni comprende: CD133, c-myc, Oct4, KFL5,
Nanog, TCF7L1, HMGAl, HMGB3, ZIC1, MYBL2, TEAD4 e ILF3.
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Come mostrato in Figura 13 C, l'espressione del CD133 e
c-myc sono geni down regolati nelle Daoy indotta con
DAPT. Quindi, l'espressione genica dei 1livelli di Oct4,
Nanog, KFL5, TCF7L1, HMGAl, HMGRB3, ZICl, MYRLZ e TEAD4
e stata down-regolata, in Daoy DAPT, dall’ over—
espressione di miR~-199b-5p, primers e valori di 2 ~ DCT
sono elencati nella scheda S3. Questo conferma guindi
che up-regolazione di miR-19%-5p & concomitante con
1'inibizione del pathway di Notch, che regola Ile
cellule staminali, come si & visto da questi marcatori
selezionati gia noti per essere coinvolti
'direttamente' o ‘'indirettamente' in questo fenomeno.
Allo stato attuale, resta da stabilire in quale misura
l'over—espressione di miR-199%90-5p pud essere modulata
dall’inibizione del pathway di Notch. Queste domande
sono rivolte a studi futuri.

Ulteriori studi hanno dimostrato 1'over—-espressione
dei geni PDGFR-A, PDGFR-B e SPARC in pazienti
metastatici MB e in linee cellulari di MB [65,606].
Abbiamo, quindi, anche analizzato 1l'espressione di
PDGFR~A, PDGFR-B e SPARC nel modello cellulare Daoy,
come illustrato in precedenza, con la sua  up-
regolazione endogena di miR199b attraverso il
trattamento con DAPT. Come mostrato in Figura 13D,
l'espressione di PDGFR-B e SPARC & down regolata nelle
Daoy trattate con DAPT, mentre abbiamo visto un lieve
up-regolazione di PDGFR-A. In guesto momento, resta da
stabilire se questo scarso aumento dell’ espressione di
PDGFR-A attraverso il pathway di RAS / MAPK &

sufficiente a 1indirizzare 11 ©potenziale metastatico
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delle cellule di MB overesprimenti miR-199b-5p; questo
e un effetto opposto a quello che abbiamo ottenuto con
1’ espressione di miR19%9b-5p nei tumori. Inoltre, questi
risultati sono in qualche modo in contraddizione con 1
dati presenti in letteratura [66], 1l'over—espressione
di PDGFR-A trovata nei tumori metastatici di MB non pud
essere giudicata a causa di una non corretta
annotazione della sequenza e del probe da parte di
GenBank e Affymetrix: sebbene 1la sequenza di GenBank
J03278 comprende la regione codificante completa di
PDGFR-B, 11 locus & stato dato come 'PDGFRA', e 1l
probe Affymetrix 1771 & stato annotato come ‘J03278
HUMPDGFRA Human platelet-derived growth factor (PDGF)
receptor mRNA’., All'interno di questi nuovi dati,
PDGFR-B & stato visto up-regolato in tumori metastatici
di MB. Questi ultimi risultati sono in linea con quello
che abbiamo visto nelle nostre cellule Daoy, dove
17 overespressione di miR-199b-5p con il trattamento di
DAPT induce down-regolazione dell’espressione di PDGFR-
B e SPARC. Cid, a sua volta & correlato con la perdita
di espressione di miR199%-5p in pazienti metastatici, e
definitivamente rafforza 1'importanza dell’espressione
di miR-199%0-5p e il suo coinvolgimento nel sviluppo del
cancro di MB, ostacolando il loro potenziale
metastatico. Infine, i dati qui presentati hanno
confermato il ruolo di overespressione di miR-199b-5p
collegando la sua funzione principale di inibizione di
cellule staminali embrionali e cellule staminali
tumorali sia gestita da geni gia coinvolti in guesti

meccanismi di azione.
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Recentemente, un particolare pattern di espressione
da pazienti bambini di MB ha mostato nove miRNAs, che
comprendeva miR-199b-5p, clusterizzare con tumori
overesprimenti ErbB2 e/o di c-Myc[67]. In particolare,
hanno mostrato una piu alta espressione di miR-135a e
b, mirR~10b, miR~125b, mir-153, e mirl99b-5p in
pazienti positivi a ErB2. Nel complesso, 1 risultati
dalla letteratura rafforzano ulteriormente 1'importanza
di mirl99%b-5p e la sua espressione upregolata in tumori
MB [67]. Dall’articolo Gilbertson et al. [68] e stato
dimostrato che tumori positivi ErbB2-HER4 si comportano
come marker prognostici indipendente nei bambini con
MB, ed in particolare Erb-2 & un marcatore prognostico
peggiore dato il SUu0 effetto negativo sulla
sopravvivenza in MB. Ferretti et al. [67] dimostra che
1’ iperespressione di mirl99%~5p e stato wverificato in
12 casi su 33 tumori di MB analizzati, mentre nelle
nostre analisi abbiamo trovato che una bassa
espressione di mirl9%b-5p e correlata al tumore di
pazienti M+ (Fig.6 B). Ferretti et al. Associavano
1’ overespressione di mirl99b~5p all’aggressivita della
coorte con Erb-2-positivo utilizzando analisi di
clustering. Riteniamo che questi dati sono diversi da i
nostri risultati a causa delle differenti fonti di
tumori e dalle diverse correlazioni statistiche
(analisi di clustering gerarchico rispetto Pearson Chi-
Square test). Riteniamo che la nostra analisi sia piu
precisa, perché il numero di campioni utilizzati e
l'uso di tre fonti indipendenti di campioni di tumori,

migliorino la potenza della nostra analisi statistica.
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In sintesi, abbiamo wutilizzato per la wvalutazione
1’ espressione di mirl199b-5p una banca di tumoeri
italiana, francese e canadese, per un totale di 45
campioni analizzati con tutte le informazioni di
follow—up qui presentate (Tabella 2 supplementare).

DISCUSSIONE

Le connessioni tra 1 ©pathways di segnalazione
alterati nel MB restano ancora ampiamente sconosciute
ed e difficile stabilire la stratificazione dei
pazienti per definire le classi di rischio. In questo
studio & stato identificato un meccanismo di
regolazione del gene HES1 attraverso 1l miR-199b-5p.
HES1 e un regolatore chiave durante lo sviluppo del
cervelletto, come indicato da recenti scoperte che
dimostrano un aumento dei livelli di HES1 nelle cellule
cerebellari granulari trattate con Shh, suggerendo che
HES1 & un fattore trascrizionale implicato sia nei
pathways di Shh che di Notch [20].

In guesto studio, & stato riportato per la prima
volta un nuovo meccanismo di regolazione del fattore di
trascrizione HES1 guidato dal miR-199b-5p, che lega la
3’UTR di HES1 impedendone la traduzione. Da notare, ¢&
stata studiata anche 1’azione del miR-199%-5p sulle
regioni 3’UTR dei geni  NHLH2, cyclin L1 e Nanog (Fig.
10D) . Questi ultimi geni, tra tutti 1 targets predetti
usando due diversi algoritmi (Tabella 3y, erano
putativi candidati perche correlati al fenotipo
osservato dopo 1'overespressione del miR-199b. Non ¢
stata ottenuta la diminuzione dell’attivita

luciferasica per questi geni nelle stesse condizioni
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utilizzate per HESI. Inoltre, lo stabile 199bSCl, ha
un livello di proteina GSK3-f comparabile al controllo,
infatti comparando il wvalore di AAG (algoritmo PITA)
per GSK-383 e molto alto indicando una bassa
accessibilita alla 3'UTR di GSK3-p [41] (Table 3).
Recentemente , e stato dimostrato che il miR-199%9a*, che
ha la stessa sequenza del miR-199%-5p, & coinvolta
nell’attivazione delle caspasi, tramite la regolazione
del ©proto-oncogene Met [42]. Sara interessante, 1in
futuri lavori, studiare gquesto target.

L”analisi dei «cloni stabili per il miR-199%b-5p
suggerisce che potrebbe inficiare la proliferazione
delle cellule di MB. La perdita di espressine del gene
Cyclin D1 nei cloni del miR-199b-5p ricorda un fenotipo
simile a quello visto nei topi Cecndi-/-, che hanno una
diminuzione nella proliferazione deili precursori delle
cellule granulari e atassia come conseguenza del
mancato sviluppo delle funzioni cerebellari che
influenzano lo sviluppo di lesioni pre-neoplastiche del
MB [43].

I dati di questo studio sono in accordo con il
fenotipo osservato nei topi knocked down per HESI.

La correlazione che abbiamo osservato tra
espressione del miR-199b-5p e stadio metastatico Ml
permette di identificare un sotto—gruppo di pazienti
che svilupperanno un tumore aggressivo con formazione
di metastasi che ¢ 11 maggiore fattore indipendente
associato alla Dbassa sopravivenza. Nonostante, la
correlazione allo stadio Ml, la overespressione del

miR-199b-5p non diminuisce la motilita cellulare della
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linea Daoy (Fig. 10E). Di particolare interesse, &
1’ espressione dei geni PDGFR-B e SPARC, recentemente
correlata con lo stadio metastatico nel MB [44,45], che
sono down regolati neil cloni overesprimenti il miR-
199%-5p (Fig. 13D).

I1 coinvolgimento del wpathway di Notch nello

sviluppo del MB e ormai chiaro e la presenza di
metastasi leptomengiali nei topi omozigoti non fa altro
che riconfermare tale ipotesi [25,46].
Come mostrato in Fig. 6 e in tabella 2, i 1livelli di
espressione del miR-199b-5p sono molto variabili,
questo potrebbe essere dovuto ad alterazioni
cromosomiche o al silenziamento epigenetico nei
pazienti con prognosi negativa. La ragione per cuil
alcune 1linee <cellulari non rispondono al trattamento
con 11 farmaco demetilante potrebbe essere dovuto a
perdita del gene stesso o ad una diversa regolazione
del miR-199b che riflette la differente origine della
linea cellulare.

L’'interesse per riuscire a capire 1l meccanismo
che fa acguisire proprieta uniche alle cellule
staminali cancerose ¢ crescente [47]. Recentemente, ¢
stato dimostrato che le cellule CD1334 di glioblastoma
hanno maggiori capacita di sopravvivere dopo essere
state sottoposte a radiazioni ionizzanti, attraverso il
riparo dei danni al DNA [48]. La linea cellulare Daoy
esprime 1’antigene CD133 ed & radioresistente, facendo
supporre che siamo un modello per lo studio di questo
compartimento di cellule staminali [49]. In questo

studio, e stato dimostrato che il miR-199%-5p influenza

SG/A-16664



Barzano & Zanardo

- 80 -

la side population e la popolazione CD133+ della linea
Daoy, che sono le due sotto-popclazioni definite
cellule staminali tumorali.

Insieme con CD133, sono statl wvalutati anche 1
livelli di espressione di geni nelle cellule staminali
del cancro che hanno recentemente mostrato una
correlazione con 1’aggressivita dei tumori solidi;
Figura 13 (A-D) e tabella 1, 1’'espressione di guesti
geni e in accordo con una totale riduzione nel fenotipo
‘staminale’ delle cellule Daoy trattate con with N-[N-
(3, 5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-S-phenylglycine t-
butylester (DAPT). Questo previene 1'attivazione di
Notch (Materiali), bloccando il complesso presenilina-—
secretasi e migliorando 1’'espressione di miR199b-5p
[50,51]. Fino ad oggi, questa & la prima relazione dove
l'espressione di un miRNA pud ridurre 1l tumore a
livello cellulare, indicando un interessante approccio
terapeutico per il target di gueste cellule nel tumore
al cervello.

Da una serie di pubblicazioni wvi e una forte
indicazione che bambini con medulloblastoma al di sopra
di 3 anni di eta presentandc maggiori benefici con la
radioterapia, mentre resta una sfida 1l trattamento di
bambini piu giovani. L'assenza di differenze
significative nel tasso di sopravvivenza tra i pazienti
con escissione totale o parziale di MB supporta
l'opinione che 1l'escissione totale di MB pud essere
evitata se il rischio di deficit neurologici potenziale
e molto elevato. Recenti studi clinici hanno dimostrato

un effetto Dbenefico della chemioterapia, anche se
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guesto non & stato universalmente considerato [52,53].
Qui, si prevede 1l'uso di miR19%-5p in situ nel
cervelletto di bambini colpiti da MB sotto i 3 anni di
eta (e positivo a HES1l), in modo da compromettere il
mantenimento del tumore avviato da cellule tumorali
CD133+. In combinazione con la chemioterapia, e con la
possibilita di abrogare la radioterapia ed evitare
danni al cervello a causa di escissione totale del
tumore, guesto dovrebbe prevedere un miglioramento
generale nell’attuale trattamento per MB. Cosi noi
prevediamo la possibilita di trattare MB attraverso
l'uso di particelle lipidiche con acido nucleico
stabile incapsulato (SNALP). E’ stato dimostrato essere
efficace neil primati non umani per trasporto sistemico,
che dovrebbe passare la barriera ematoencefalica
utilizzando nanoparticelle incapsulate contenenti
molecole di antagomir—-199b-5p [54]. Come questi
approcci di terapia genica potranno progredire € un
problema per 11 futuro degli studi di pre-clinica
sugli animali.

Come illustrato nel nostro modello (Fig. 6E),
abbiamo immagini con due diversi livelli di espressione
di miR-19%9o0-50p in pazienti MO e M+, che potrebbero
essere causa di regolazione epigenetica durante
cancerogenesi. Nel nostro modello con espressione de
miR alta-moderata, con un aumento dell’espressione di
miR-199b-5p reprime HES1, che poi porta ad un aumento
dell’espressione del gene pro—neurale bHLHs,
indirizzando le cellule verso il pProcesso di

differenziazione. Nel modello con espressione de miR
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bassa-moderata a causa di meccanismi di controllo
epigenetico, mentre HES1 & overespresso, indirizzando
verso la proliferazione cellulare e 1'induzione di SP
e, di conseguenza, un aumento di cellule CD133+. Come
per molti altri fattori di trascrizione, HES1 & un
punto di integrazione tra le diverse vie di trasduzione
del segnale, e il suo Dbilanciamento di espressione
determina fondamentali decisioni per la cellula, se
avviare o meno 1l programma di differenziazione. Con
questo scenario, miR-19%-5p pud essere visto come
parte del complesso della wvia di trasduzione del
segnale di Notch, come un raffinato sintonizzatore dei
livelli di espressione del fattore di trascrizione HESI
un fattore di trascrizione appartenente alla famiglia
bHLH. Questo fenomeno potrebbe essere considerato per
verificare in differenti tessuti e tumori dove e
coinvolta la via di Notch.
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RIVENDICAZIONI

1) Sequenza oligonucleotidica comprendente la o
consistente in:
CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTC
CCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTGGTTAGGCTGGGCTGGGTTAGACCCTCGG
(SEQ ID No: 1) per 1l’uso in campo medico.
2) Sequenza secondo la rivendicazione 1, veicolata
mediante un vettore virale o mediante tecnologia SNALP,
tecnologia LNA, o avente il gruppo 0-2-Metile
modificato mediante legame di una molecola di
colesterolo tramite un linker Ci_+ .
3) Sequenza secondo la rivendicazione 2, in cui il
vettore virale € un vettore adenovirale.
4) Sequenza secondo la rivendicazione 3, in cui il
vettore adenovirale & un vettore AdV5 avente mappa
mostrata in figura 16, detto vettore essendo costituito
da 6217bp con un promotore CMV in cui & stato clonato
nei siti XhoI/HindIIT la sequenza secondo la
rivendicazione 1
5) Composizione comprendente O consistente nella

sequenza come definita in ognuna delle rivendicazioni

2-4 come principio attivo in associazione con uno o
piu eccipienti e/o coadiuvanti farmaceuticamente
accettabili.

6) Uso della seguenza come definita in ognuna delle
rivendicazioni 1-4, della composizione come definita
nella rivendicazione 5 ©per la preparazione di un
medicamento per la cura e/o la prevenzione dei tumori.

7) Uso secondo la rivendicazione 6, 1in cui 1 tumori

sono scelti nel gruppo che consiste in medulloblastoma,
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linfoma, glioblastomi, tumori del colon, del polmone,
tumori alla mammella.

3) Uso della sequenza come definita nella
rivendicazione 1 come marcatore dello stadio
istopatologico del tumore e della presenza o meno di
metastasi.

9) Metodo diagnostico in vitro per la valutazione dello
stadio istopatologico del tumore e della presenza o
meno di metastasi mediante rilevazione dell’espressione
della sequenza come definita nella rivendicazione 1 in
un campione biologico.

10) Metodo secondo la rivendicazione 9 1in cui detta
rilevazione avviene mediante PCR Real-time che impiega
i seguenti primer di amplificazione:

primer Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID
NO: 3)

primer Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

e una coppia di primer di controllo per la
normalizzazione del valore di espressione della
sequenza della rivendicazione 1.

11) Metodo secondo la rivendicazione 10 in cui i1 primer
di controllo per 1la normalizzazione dell’espressione
della sequenza della rivendicazione 1 sono i seguenti:
primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TIG C (SEQ ID
NO: 5)

primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CTIG T (SEQ ID
NO: 6)

12) Metodo secondo la rivendicazione 9 comprendente o

consistente nelle seguenti fasi: a) retrotrascrizione
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del RNA; e Db) espressione della sequenza della
rivendicazione 1 mediante saggio tagman che impiega i
seguenti primer e sonda:

primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGTIGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

13) Metodo secondo la rivendicazione 9 mediante TagMan
PCR real time che impiega i seguenti primer e sonda:
Primer Reverse CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)

primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

sonda GCTCCCGCACCGCGGGTICTCGA (SEQ ID NO:12)

14) Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 9 a
13, che comprende ulteriormente la rilevazione dei
seguenti geni espressi nelle cellule staminali tumorali
scelti tra

Cb133, c¢-myc, Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1l, KLF5, BMGAl,
HMGR3

15) Metodo secondo la rivendicazione 14, in cui 1 geni
sono rilevati con PCR real time mediante amplificazione
di almeno una delle seguenti sequenze:

CD133:
CTATGTGGTACAGCCGCGTGATTTCCCAGAAGATACTTTGAGAAAATTCTTACAG
AAGGCATATGAATCCAA AATTGATTA (SEQ ID NO: 13)

c-myc:

AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO:14)

Nanog:
GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGCCTICACACGGAGACTGTICTCTCCICTTCCTTICC
TCCATGGATCTGCTTATTCAGGACAGC (SEQ ID NO:15)

Oct4:
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ACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAGCAGCTTGGGCTCGAGAAGG
ATGTGGTCCGAGTGTGGTTCTGTAACCGGCGCCA (SEQ ID NO:16)
TCFL1:

CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCG TTCTTT
(SEQ ID NO:17)

ZICl:
CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGGGCTC
(SEQ ID NO:18)

KLF5:
GCATCCACTACTGCGATTACCCTGGTTGCACAAAAGTTTATACCAAGTCTTCTCA
(SEQ ID NO:19)

HMGAT :
AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAGGAAGG
(SEQ ID NO:20)

HMGB3:
TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGAGAAA
(SEQ ID NO:21);

impiegando le seguenti coppie di primer di
amplificazione:
CD133:

Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer Reverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTIC (SEQ ID
NO:23)

c-myc

primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)

primer Reverse: AACATCGATTICTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID
NO:25)

Nanog:

primer Forward: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
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Oct4:
primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTITACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:
primer Forward: CCGCGGGACTATTITCGC (SEQ ID NO:30)
primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1:
primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)
primer Reverse: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:
primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTGTGC (SEQ ID
NO:35)
HMGATL :
primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTIGCICTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

ed impiegando le seguenti copple di primer per la
normalizzazione dell’ espressione delle sequenze
geniche:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTG GGT (SEQ ID
NO:80)
16) Metodo secondo la rivendicazione 9, in cuili detti
uno © piu geni sono rilevati mediante real time TagMan
per amplificazione di almeno una delle seguenti
sequenze:

cdl33
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TCCACAGAAATTTACCTACATT
GGAAGAGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGCCTGGTCATCTIGCTCTCTGCTG
ACCC (SEQ ID NO:40)

C myc

GCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQ ID
NO:41)

nanog:

CCGAAGAATAGCAATGGTGTGACGCAG
AAGGCCTCAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTACTCTTCCTACCACCAGGGATG
(SEQ ID NO:42)

oct 4:
AACCCGGAGGAGGTAGTCCTTTGTTACATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAATGGG
TGAATGACATTTGTGGGTAGGTTATT (SEQ ID NO:43)

tcfll:
CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAGAAGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGT
CCTCAGACTTGATCCTGCTCCCTCGG (SEQ ID NO:44)

zic 1:
CGCGCTCCGAGAATTTAAAGATCCACAAAAGGACGCACACAGGGAGAAGCCCTTIC
AAGTGCGAGTTTGAGGGCTGTIGACC (SEQ ID NO:45)

KLF5:
TTTAACCCCACCTCCATCCTATGCTGCTACAATTGCTTCTAAACTGGCAATTCAC
AATCCAAATTTACCCACCACCCTGCC (SEQ ID NO:46)

HMGA1L :
CCCCAGGCAGACCTTATATGAGACATGGGAGTCCCACCGTATTIGTCCAGGCTGGT
CTCGAACTCCTGACCTCAAGCA (SEQ ID NO:47)

HMGB3:
CGCTATGATCGGGAAATGAAGGATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAGAAGAAGA
AGGATCCTAATGCTCCCAAAAGGCCA (SEQ ID NO:48);

impiegando 1 seguenti primer e sonde di amplificazione:
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Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID

Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

forward :GCTGGATTTITTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)

sonda CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:
primer
primer
sonda:
oct 4:
primer
primer
NO:59)
sonda:
tefll:
primer
primer
sonda:
zic 1:
primer
primer
sonda:
KLF5:

Primer
Primer

Sonda:

forward: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
reverse: GCATCCCTIGGTIGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

forward: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID

CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

forward: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
AGGCTCTTIGIGITITTICCTIGICTITITGTICC (SEQ ID NO:63)

forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)

forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:067)

reverse: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
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HMGAL :
Primer forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Primer reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTITCGA (SEQ ID NO:71)
Sonda: CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)
HMGB3:
primer forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
primer reverse: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

ed impiegando le seguenti coppia di primer e sonda
per la normalizzazione dell’espressione delle sequenze
geniche:
primer Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
primer Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)
17) Kit diagnistico in vitro per la valutazione dello
stadio istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi mediante rilevazione dell’espressione della
sequenza come definita nella rivendicazione 1 in un
campione biologico per PCR Real-time comprendente i o
consistente nei seguenti primer di amplificazione:
primer Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID
NO: 3)
primer Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)
e una coppia di primer di controllo per la
normalizzazione del valore di espressione della
sequenza della rivendicazione 1.
18) Kit secondo la rivendicazione 17 in cui i primer di
controllo per la normalizzazione dell’espressione della

sequenza della rivendicazione 1 sono i seguenti:
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primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTG C (SEQ ID
NO: 5)

primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TICT CIG T (SEQ 1ID
NO: ©6)

19) Kit diagnistico in vitro per la valutazione dello
stadio istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi mediante rilevazione dell’espressione della
sequenza come definita nella rivendicazione 1 in un
campione biologico mediante saggio tagman comprendente
i o consistente nei seguenti primer e sonda

primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
sonda: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

20) Kit diagnistico in vitro per la valutazione dello
stadio istopatologico del tumore e della presenza di
metastasi mediante rilevazione dell’espressione della
sequenza come definita nella rivendicazione 1 in un
campione biologico mediante TagMan PCR real time
comprendente 1 o consistente nei seguenti primer e
sonda:

Primer Reverse CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)

primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

sonda GCTCCCGCACCGCGGGTCTCGA (SEQ ID NOC:12)

21) Kit secondo ognuna delle rivendicazioni da 17 a 20
che comprende ulteriormente tutte le coppie di primer
di amplificazione per la rilevazione dei geni marcatori
di cellule staminali tumorali scelti tra CD133, c—myc,
Nanog, Oct4, TCFL1, 2ZICl, XLF5, HMGAl, HMGB3 mediante

PCR real Time, assieme ad una coppia di primer per la
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normalizzazione dell’ espressione delle sequenze
geniche; dette coppie di primer di amplificazione
essendo le seguenti:

CD133:

Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer QReverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTC (SEQ ID
NO:23)

c-myc

primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)

primer Reverse: AACATCGATTICTTCCTCATCTICTT (SEQ ID
NO:25)

Nanog:

primer Forward: GCAAATGTCTTCTIGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:

primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)

TCFL1:

primer Forward: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)

primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)

ZICl:

primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)

primer Reverse: GAGCCCTIGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)

KLF5:

primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTGTGC (SEQ ID
NO:35)

HMGAT :

primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTIGGAGITGIGGIGGT (SEQ ID NO:37)
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HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTGCICTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTITCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

detta coppilia di primer per la normalizzazione
dell’espressione delle sequenze geniche essendo la
seguente:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTG GGT (SEQ ID
NO:80)
22) Kit secondo ognuna delle rivendicazioni da 17 a 20
che comprende ulteriormente una o piu coppie di primer
e realtive sonde per la rilevazione di uno o piu geni
di cellule staminali tumorali scelti tra CD133, c-—myc,
Nanog, Oct4, TCFL1, 2ZICl, XLF5, HMGAl, HMGB3 mediante
real Time TagMan assieme ad una coppia di primer e una
sonda per la normalizzazione dell’espressione delle
sequenze geniche; dette coppie di primer e relative
sonde si amplificazione essendo le seguenti:
cdl133
primer Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID
NO:49)
primer Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
sonda: AGTATGATTCATACTGGTGGCTIGGGTGGC (SEQ ID NO:51)
c myc:
primer forward :GCTGGATTTITTTITCGGGTAGTIG (SEQ ID NO:52)
primer reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
sonda CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)
nanog:
primer forward: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
primer reverse: GCATCCCTGGTIGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
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sonda: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)
oct 4:
primer forward: AACCCGGAGGAGGTAGTICCTT (SEQ ID NO:58)
primer reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID
NO:59)
sonda: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)
tcfll:
primer forward: CCAAGGAAGAGAACGTITGACATAG (SEQ ID NO:61)
primer reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
sonda: AGGCTCTTTGTGTTTTTCCTTIGTCTTTTGTCC (SEQ ID NO:63)
zic 1:
primer forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
primer reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:6b)
sonda: TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)
KLF5:
Primer forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
Primer reverse: GGCAGGGTGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
Sonda: TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)
HMGA1L :
Primer forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
Primer reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
Sonda: CATGGGAGTICCCACCGTATTGICCA (SEQ ID NO:72)
HMGB3:
primer forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
primer reverse: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
sonda: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

dette coppia di primer e sonda per la
normalizzazione dell’espressione delle seguenze geniche
essendo le seguenti:

primer Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
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primer Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
sonda: CCCAATCATGTTTGAGACCTTICAAC (SEQ ID NO:83)

Barzano & Zanardo Roma S.p.A.
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CLAIMS
1) Oligonucleotide sequence comprising or consisting
in:
CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTC
CCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTGGTTAGGCTGGGCTGGGTTAGACCCTCGG
(SEQ ID No: 1) for use in medical field.
2) Seqguence according to claim 1, delivered by means of
a viral vector or SNALP technology, LNA technology, or
having a modified O0-2-Methyl group by linkage with a
cholesterol molecule through a C;.; linker.
3) Sequence according to claim 2, wherein the wviral
vector i san adenoviral vector.
4) Sequence according to claim 3, wherein  the
adenoviral vector 1s an AdV5 vector having the map
showed in figure 16, said vector being constituted by
6217bp with a CMV promoter in which the sequence of
claim 1 has been cloned in XhoI/HindIII sites.
5) Composition comprising or consisting of the sequence
as defined i1in anyone of the claims 2-4 as active
principle in association with one or more excipients
and/or coadijuvants pharmaceutically acceptable.
6) Use of the sequence as defined in anyone of the
claims 1-4, of the composition as defined in claim 5
for the preparation of a medicament for the treatment
and/or prevention of tumours.
7) Use according to claim 6, wherein the tumours are
chosen from the group consisting of medulloblastoma,
linfome, glioblastoma, tumours of colon, of lung,
breast cancer.

8) Use of the sequence as defined in claim 1 as marker
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of the histopathology phase of tumour and of the
presence of metastasis.

9) In vitro diagnostic method for the evaluation of the
histopathology phase of tumour and of the presence of
metastasis by means of the detection of the expression
of the seqguence as defined in claim 1 in a biological
sample.

10) Method according to claim 9, wherein said detection
is carried out by PCR Real-time that uses the following
amplification primers:

primer Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTCCAC (SEQ ID
NO: 3)

primer Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)

and a control primer couple for the normalization of
the expression value of the seguence of claim 1.

11) Method according to claim 10, wherein the control
primers for the normalization of the expression wvalue
of the sequence of claim 1 are the following:

primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TIG C (SEQ ID
NO: 5)

primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CTIG T (SEQ ID

NO: 6)
12) Method according to claim 9 comprising or
consisting of the following steps: a) retro-

transcription of RNA; and b) expression of sequence of
claim 1 by means of tagman assay that wuses the
following primers and probe:

primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGTGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
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probe: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

13) Method according to claim 9 by means of TagMan PCR
real time that uses the following primers and probe:
Primer Reverse CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)

primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

probe GCTCCCGCACCGCGGGTICTCGA (SEQ ID NO:12)

14) Method according to anyone of the claims from 9 to
13, that further comprises the detection of the
following genes expressed 1in tumour stem cells chosen
among: CD133, c¢-myc, Nanog, Oct4, TCFL1l, 2ZICl, KLF5,
HMGA1l, HMGRB3

15) Method according to claim 14, wherein the genes are
detected by means of PCR real time by amplification of
at least one of the following sequences:

CD133:
CTATGTGGTACAGCCGCGTGATTTCCCAGAAGATACTTTGAGAAAATTCTTACAG
AAGGCATATGAATCCAA AATTGATTA (SEQ ID NO: 13)

c-myc:

AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTT (SEQ ID NO:14)

Nanog:
GCAAATGTCTTICTGCTGAGATGCCTCACACGGAGACTGTCTCTCCICTTCCTTICC
TCCATGGATCTGCTTATTCAGGACAGC (SEQ ID NO:15)

Oct4:

ACTGCAGCAGATCAGCCACATCGCCCAGCAGCTTGGGCTCGAGAAGG
ATGTGGTCCGAGTGTGGTTCTGTAACCGGCGCCA (SEQ ID NO:16)

TCFL1:

CCGCGGGACTATTTCGCCGAAGTGAGAAGGCCTCAGGACAGCGCG TTCTTT
(SEQ ID NO:17)

ZIC1:
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CAGTTCGCTGCGCAAACACATGAAGGTCCACGAATCCTCCTCGCAGGGCTC
(SEQ ID NO:18)
KLF5:
GCATCCACTACTGCGATTACCCTGGTTGCACAAAAGTTTATACCAAGTCTTCTCA
(SEQ ID NO:19)
HMGAL :
AAAAACAAGGGTGCTGCCAAGACCCGGAAAACCACCACAACTCCAGGAAGG
(SEQ ID NO:20)
HMGR3:
TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGGTGGAAGACGATGTCCGGGAAAGAGAARA
(SEQ ID NO:21);

using the following amplification primer couples:
CD133:
Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer Reverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTIC (SEQ D
NO:23)
c-myc
primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)
primer Reverse: AACATCGATTTICTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID
NO:25)
Nanog:
primer Forward: GCAAATGTCTTCTGCTGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:
primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:
primer Forward: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)
primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTIGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1:
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primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)
primer Reverse: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:
primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTIGTGC (SEQ ID
NO:35)
HMGAT :
primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTGGAGTTGTGGTIGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTGCTCTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

and using the following primer couples for the
normalization of the gene sequence expression:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTG GGT (SEQ ID
NO:80)
16) Method according to claim 9, wherein said one or
more genes are detected by means of real time TagMan by
amplification of at least one of the following
sequences:
cd133
TCCACAGAAATTTACCTACATT
GGAAGAGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGCCTGGTCATCTGCTCTCTGCTG
ACCC (SEQ ID NO:40)
c myc
GCTGGATTTTTITTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCT
CCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTA (SEQ ID
NO:41)

nanog:
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CCGAAGAATAGCAATGGTGTGACGCAG
AAGGCCTCAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTACTCTTICCTACCACCAGGGATG
(SEQ ID NO:42)
oct 4:
AACCCGGAGGAGGTAGTCCTTTGTTACATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAATGGG
TGAATGACATTTGTGGGTAGGTTATT (SEQ ID NO:43)
tcfll:
CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAGAAGGCTCTTTIGTGTTTTTCCTTGTCTTTTGT
CCTCAGACTTGATCCTGCTCCCTCGG (SEQ ID NO:44)
zic 1:
CGCGCTCCGAGAATTTAAAGATCCACAAAAGGACGCACACAGGGAGAAGCCCTTC
AAGTGCGAGTTTGAGGGCTGIGACC (SEQ ID NO:45)
KLFE5:
TTTAACCCCACCTCCATCCTATGCTGCTACAATTGCTTCTAAACTGGCAATTCAC
AATCCARAATTTACCCACCACCCTGCC (SEQ ID NO:46)
HMGAL :
CCCCAGGCAGACCTTATATGAGACATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCAGGCTGGT
CTCGAACTCCTGACCTCAAGCA (SEQ ID NO:47)
HMGRB3:
CGCTATGATCGGGAAATGAAGGATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAGAAGAAGA
AGGATCCTAATGCTCCCAARAGGCCA (SEQ ID NO:48);

using the following amplification primer and
probes:
cdl133
primer Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ D
NO:49)
primer Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
probe: AGTATGATTCATACTGGTIGGCTGGGTIGGC (SEQ ID NO:51)
c myc:

primer forward :GCTGGATTITTTTCGGGTAGTIG (SEQ ID NO:52)
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reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)

probe CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:
primer
primer
probe:
oct 4:
primer
primer
NO:59)
probe:
tcfll:
primer
primer
probe:
zic 1:
primer
primer
probe:
KLF5:

Primer
Primer
Probe:
HMGATL :
Primer
Primer
Probe:
HMGB3:
primer

primer

forward: CCGAAGAATAGCAATGGTGTGA (SEQ ID NO:55)
reverse: GCATCCCTIGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

forward: AACCCGGAGGAGGTAGTCCTT (SEQ ID NO:58)
reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID

CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

forward: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)
AGGCTCTTTIGIGTTTITTCCTITGTICTITTTIGTCC (SEQ ID NO:063)

forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:064)
reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:60)

forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
reverse: GGCAGGGTGGTIGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)

CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)

forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
reverse: TGGCCTITTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
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probe: ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

and using the following primers and probe for the
normalization of gene seguence expression:
primer Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
primer Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
probe: CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)
17) In vitro diagnostic kit for the evaluation of
tumour histopathology phase and of the presence of
metastasis by means of the detection of the expression
of the sequence as defined in claim 1 in a biological
sample by PCR Real-time comprising or consisting of the
following amplification primers:
primer Forward: CGGGAATTCCCAGAGGACACCTICCAC (SEQ ID
NO: 3)
primer  Reverse: CGGCTCGAGCCGAGGGTCTAACCCAG (SEQ ID
NO:4)
and a control primer couple for the normalization of
the expression value of the seguence of claim 1.
18) Kit according to claim 17 wherein the control
primer for the normalization of the expression of the
sequence of claim 1 are the following:
primer Forward: GAA AAG CCT TGT TTG TGC TTIG C (SEQ ID
NO: b)
primer Reverse: GGG CCA TGC TAA TCT TCT CIG T (SEQ ID
NO: 6)
19) In vitro diagnostic kit for the evaluation of the
tumor histopathology phase and of the presence of
metastasis by means of the detection of the expression
of the sequence of claim 1 in a biological sample by

tagman assay comprising or consisting of the following
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primer and probe:

primer Forward: AGGACACCTCCACTCCGTCTAC (SEQ ID NO:7)
primer reverse: GCCTAACCAATGIGCAGACTACTG (SEQ ID NO:8)
probe: CAGTGTTTAGACTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTG (SEQ ID
NO:9)

20) In vitro diagnostic kit for the evaluation of the
tumor histopathology phase and of the presence of
metastasis by means of the detection of the expression
of the sequence of claim 1 in a biological sample by
TagMan PCR real time comprising or consisting in the
following primer and probe:

Primer Reverse CCCAGTGTTTAGACTATCTG (SEQ ID NO:10)

primer forward GAGACCCGCGGAAATC (SEQ ID NO:11)

probe GCTCCCGCACCGCGGGTCTCGA (SEQ ID NO:12)

21) Kit according to anyone of the claims form 17 to 20
that further comprises all the amplification primer
couples for the detection of gene markers of tumours
stem cells chosen among CD133, c<¢-myc, Nanog, Oct4,
TCFL1, ZI1Cl, KLF5, HMGAl, HMGB3 by PCR real Time,
together with a primer couple for the normalization of
gene seguence expression; said amplification primer
couples being the following:

CD133:

Primer Forward: CTATGTGGTACAGCCGCGTG (SEQ ID NO:22)
Primer Reverse: TAATCAATTTTGGATTCATATGCCTTIC (SEQ ID
NO:23)

c-myc

primer Forward: ATGAGGAGACACCGCCCAC (SEQ ID NO:24)

primer Reverse: AACATCGATTTICTTCCTCATCTTCTT (SEQ ID
NO:25)
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Nanog:
primer Forward: GCAAATGTCTITCTGCTIGAGATGC (SEQ ID NO:26)
primer Reverse: GCTGTCCTGAATAAGCAGATCCAT (SEQ ID NO:27)
Oct4:
primer Forward: ACTGCAGCAGATCAGCCACA (SEQ ID NO:28)
primer Reverse: TGGCGCCGGTTACAGAAC (SEQ ID NO:29)
TCFL1:
primer Forward: CCGCGGGACTATTTCGC (SEQ ID NO:30)
primer Reverse: AAAGAACGCGCTGTCCTGAG (SEQ ID NO:31)
ZIC1l:
primer Forward:CAGTTCGCTGCGCAAACA (SEQ ID NO:32)
primer Reverse: GAGCCCTGCGAGGAGGAT (SEQ ID NO:33)
KLF5:
primer Forward: GCATCCACTACTGCGATTACCC (SEQ ID NO:34)
primer Reverse: TGAGAAGACTTGGTATAAACTTTTIGTGC (SEQ ID
NO:35)
HMGAT :
primer Forward: AAAAACAAGGGTGCTGCCAA (SEQ ID NO:36)
primer Reverse: CCTTCCTGGAGTTGTGGTGGT (SEQ ID NO:37)
HMGB3:
primer Forward: TTTTCCAAGAAGTGCTICTGAGAGG (SEQ ID NO:38)
primer Reverse: TTTCTCTTTCCCGGACATCG (SEQ ID NO:39)

said primer couple for the normalization of gene
sequence expression being the following:
primer forward: CGT GCT GCT GAC CGA GG (SEQ ID NO:79)
primer reverse: GAA GGT CTC AAA CAT GAT CTIG GGT (SEQ ID
NO:80)
22) Kit according to anyone of the claims from 17 to 20
that further comprises one or more amplification primer

couples and related probes for the detection of one or
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more tumour stem cell genes chosen among CD133, c-myc,
Nanog, Oct4, TCFL1, ZIC1l, KLF5, HMGAl, HMGB3 by real
Time TagMan together with a primer couple and a probe
for the normalization of gene sequence expression; said
amplification primer couples and related probes being
the following:

cdl133

primer Forward: TCCACAGAAATTTACCTACATTGGAA (SEQ ID
NO:49)

primer Reverse: GGGTCAGCAGAGAGCAGATGA (SEQ ID NO:50)
probe: AGTATGATTCATACTGGTGGCTGGGTGGC (SEQ ID NO:51)

C myc:

primer forward :GCTGGATTTITTTTCGGGTAGTG (SEQ ID NO:52)
primer reverse: TAGTTCCTGTTGGTGAAGCTAACG (SEQ ID NO:53)
probe CAGCAGCCTCCCGCGACG (SEQ ID NO:54)

nanog:

primer forward: CCGAAGAATAGCAATGGTIGTGA (SEQ ID NO:55)
primer reverse: GCATCCCTGGTGGTAGGAAGA (SEQ ID NO:56)
probe: CAGCACCTACCTACCCCAGCCTTTA (SEQ ID NO:57)

oct 4:

primer forward: AACCCGGAGGAGGTAGICCTT (SEQ ID NO:58)
primer reverse: AATAACCTACCCACAAATGTCATTCA (SEQ ID
NO:59)

probe: CATGCATGAGTCAGTGAACAGGGAA (SEQ ID NO:60)

tcfll:

primer forward: CCAAGGAAGAGAACGTTGACATAG (SEQ ID NO:61)
primer reverse: CCGAGGGAGCAGGATCAAG (SEQ ID NO:62)

probe: AGGCTCTTTGTIGTITITTCCTTIGICITTTGTCC (SEQ ID NO:63)
zic 1:

primer forward: CGCGCTCCGAGAATTTAAAG (SEQ ID NO:64)
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Primer
Probe:
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primer
primer

probe:
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reverse: CGGTCACAGCCCTCAAACTC (SEQ ID NO:65)
TCCACAAAAGGACGCACACAGGG (SEQ ID NO:66)

forward: TTTAACCCCACCTCCATCCTATG (SEQ ID NO:67)
reverse: GGCAGGGTIGGTGGGTAAATT (SEQ ID NO:68)
TGCTTCTAAACTGGCAATTCACAATC (SEQ ID NO:69)

forward: CCCCAGGCAGACCTTATATGAG (SEQ ID NO:70)
reverse: TGCTTGAGGTCAGGAGTTCGA (SEQ ID NO:71)
CATGGGAGTCCCACCGTATTGTCCA (SEQ ID NO:72)

forward: CGCTATGATCGGGAAATGAAG (SEQ ID NO:73)
reverse: TGGCCTTTTGGGAGCATTAG (SEQ ID NO:74)
ATTATGGACCAGCTAAGGGAGGCAAG (SEQ ID NO:75)

said primer couple and probe for the normalization

of the
primer
primer

probe:

gene sequence expression being the following:
Forward: GCCAACCGCGAGAAGATG (SEQ ID NO:81)
Reverse: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA (SEQ ID NO:82)
CCCAATCATGTTTGAGACCTTCAAC (SEQ ID NO:83)

Barzand® & Zanardo Roma S.p.A.
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CTCGAG/ CCAGAGGACACCTCCACTCCGTCTACCCAGTGTTTAGA
CTATCTGTTCAGGACTCCCAAATTGTACAGTAGTCTGCACATTG
GTTAGGCTGGGCTGGGTTAGACCCTCGGGAATTC/ AAGCTT
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Ad5- CW- Kpnl - Not | pA

feature

feature

feature

feature

pol yA_si gnal

frag
frag
frag
DS

pr omo

underlined polyA rev primer site

BASE COUNT
ORI GI N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

ter

1391 A

AATTAATTAA
AT GAGGGGGT
GT GT GGCGGA
AAAGT GACGT
AGGCGGATGT
AACTGAATAA
GTCTAGGGAG
ACCGCCCAAC
AAT AGGGACT
AGTACATCAA
GCCCGCCTGG
CTACGTATTA
TGGATAGCGG
TTTGTTTTGG
GACGCAAATG
GAACCGTCAG
ATTCCTGCAG
ACATGATAAG
GCTTTATTTG
AACAAGTTAA
AGGTTTTTTA
GCCTCGCGLG
GTCACAGCTT

1..26

/ note="Pacl

11..16

/ not e=" Nhel

<27..>365

621

/ BP

restriction site TTAATTAA"

site GCTAGC"

/note="1 to 353 of Adenovirus-5"

913..1002

/note="Multiple cloning site Kpnl

1437.. 1442

/note="Bgl |

995. . 1442

/ not e="S5V40 pREP8"
<1443. . >3897
/note="3328 to 5792 of Adenovirus-5"

3898. . 4344

/note="652 to 1098 of pBR322"

4345..6217

/note="2489 to 4361 of pBR322"
conpl ement { 5149. . 6009)

/note="beta-lactanase;

374..912
/ not e=" C\W

1543 C

GCTAGCATCA
GGAGTTTGTG
AGTGTGATGT
TTTTGGTGIG
TGTAGTAAAT
GAGGAAGTGA
ATCAGCCTGC
GACCCCCGLC
TTCCATTGAC
GTGTATCATA
CATTATGCCC
GTCATCGCTA
TTTGACTCAC
CACCAAAATC
GGCGGT AGGC
ATGGTACCGT
CCCGGGGGAT
ATACATTGAT
TGAAATTTGT
CAACAACAAT
AAGCAAGT AA
TTTCGGTGAT
GITCTGTAAGC

pronmoter”

1732 G

TCAATAATAT
ACGTGGCGCG
TGCAAGTGTG
CGCCGGTGTA
TTGGGCGTAA
AATCTGAATA
AGGTCGTTAC
CATTGACGTC
GT CAATGGGT
TGCCAAGTAC
AGTACATGAC
TTACCATGGT
GGGGATTTCC
AACGGGACTT
GTGTACGGT G
TTAAACTCGA
CCACTAGITC
GAGTTTGGAC
GATGCTATTG
TGCATTCATT
AACCTCTACA
GACGGT GAAA
GGATGCCGGG

Fig. 1

E- 286"

1550 T

ACCTTATTTT
GGGCGT GGGA
GCGGAACACA
CACAGGAAGT
CCGAGTAAGA
ATTTTGTGTT
ATAACTTACG
AATAATGACG
GGAGTATTTA
GCCCCCTATT
CTTAT GGGAC
GATGCGGTTT
AAGTCTCCAC
TCCAAAATGT
GGAGGTCTAT
GGTCGACGGT
TAGAGCGGCC
AAACCACAAC
CITTATTTGY
TTATGITTCA
AATGTGGTAT
ACCTCTTGAC
AGCAGACAAG

6a

to Not!"

restriction site AGATCT”

1 OTHER

GGATTGAAGC
ACGGGGCGGEG
TGTAAGCGAC
GACAATTTTC
TTTGGCCATT
ACTCATAGCG
GTAAATGGCC
TATGITCCCA
CGGTAAACTG
GACGTCAATG
TTTCCTACTT
TGGCAGTACA
CCCATTGACG
CGTAACAACT
ATAAGCAGAG
ATCGATAAGC
GCCACCGCGG
TAGAATGCAG
AACCATTATA
GGTTCAGGGG
GGCTGATTAT
ACATGCAGCT
CCCGTCAGGG

CAATATGATA
TGACGTAGTA
GGATGTGGCA
GCGCGGTTTT
TTCGCGGGAA
CGTAATATTT
CGCCTGGLTG
TAGTAACGCC
CCCACTTGGC
ACGGTAAATG
GGCAGTACAT
TCAATGGGCG
TCAATGGGAG
CCGCCCCATT
CTCGTTTAGT
TTGATATCGA
GGAGATCCAG
TGAAAAAAAT
AGCTGCAATA
GAGGT GT GGG
GATCCCGGCT
CCCGGAGACG
CGCGTCAGCG



1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741

GGTGTTGGCG
CTGGAAGGT G
TAAACATATT
CTTGGTGCTG
TACTGAAATG
GTAGITITGT
AAGCATTGTG
TGTGATGGGC
CTACGAGACC
TGCAGCCACC
TGCAGCTTCC
TTCTTTGACC
TTCTGCCCTG
CTCTGITTGG
GCGGTAGGCC
GT GGT AAAGG
GTAGCACCAC
GGAGCGCTGG
GCCCTTGGTG
GAGATGCATC
ATTCATGTITG
TAGCTTAGAA
CATGCATTCG
TCTGGGATCA
AAAGCGCGGG
GITACCCTCA
CTGCGGRECEG
GITCCTGAGC
GTGCAACT GG
GTTAAGCATG
GCCCAGCGAT
CGTAGGCATG
CTGCTCTACG
CTGTACGGCA
AGGGTCLTCG
GCCAGGGTGC
GCGTCGGCCA
TTGGCGCGCA
GCGTAGAGCT
CCGCAGACGG
AGGTTTCCCC
CGCTCGGTGA
ACCGATGCCC
TATCGTCGCC
AGCGCTCTGG
GITCGATTGCG
CACCAAACGT
CTACGTCTTG
CGCTTCCGGC
CGACCATCAG
GCTGGCGTTT
TCAGAGGT GG
CCTCRTGCGC
TTCGGGAAGC
CGTTCGCTCC
ATCCGGTAAC
AGCCACTGGT

GGT GTCGGGG
CTGAGGTACG
AGGAACCAGC
GCCTGCACCC
TGTGGGCGTG
ATCTIGITTTG
AGCTCATATT
TCCAGCATTG
GTGTCTGGAA
GCCCGCGGGA
CGTTCATCCG
CGGGAACTTA
AAGGCTTCCT
ATTTGGATCA
CGGGACCAGC
TGACTCTGGA
TGCAGAGCTT
GCGTGGTGCC
TAAGIGITTA
TTGGACTGTA
TGCAGAACCA
GGAAAT GCGT
TCCATAATGA
CTAACGTCAT
CGGAGGGTGC
CAGATTTGCA
ATGAAGAAAA
AGCT GCGACT
TAGITAAGAG
TCCCTGACTC
AGCAGITCTT
CTTTTGAGCG
GCATCTCGAT
GTAGTCGGTG
TCAGCGTAGT
GCTTGAGGCT
GGTAGCATTT
GCTTGCCCTT
TGGGCGCGAG
TCTCGCATTC
CATGCTTTTT
CGAAAAGGCT
TTGAGAGCCT
GCACTTATGA
GTCATTTTCG
GTATTCGGAA
TTCGGCGAGA
CTGGCGTTCG
GGCATCGGGA
GGACAGCTTC
TTCCATAGGC
CGAAACCCGA
TCTCCTGITC
GTGGCGCTTY
AAGCT GGGCT
TATCGICTTG
AACAGGATTA

1718

CGCAGCCATG
ATGAGACCCG
CTGTGATGCT
GCGCTGAGTT
GCTTAAGGGT
CAGCAGCCGC
TGACAACGCG
ATGGT CGCCC
CGCCGTTGGA
TTGTGACTGA
CCCGCGATGA
ATGTCGTTTC
CCCCTCCCAA
AGCAAGTGTC
GGTCTCGGTC
TGTTCAGATA
CATGCTGCGG
TAAAAATGTC
CAAAGCGGTT
TTTTTAGGTT
CCAGCACAGT
GGAAGAACTT
TGGCAAT GGG
AGITGIGITC
CAGACTGCGG
TTTCCCACGC
CGGTTTCCGG
TACCGCAGCC
AGCTGCAGCT
GCATGITTTC
GCAAGGAAGC
TTTGACCAAG
CCAGCATATC
CTCGTCCAGA
CTGGGTCACG
GGTCCTGLTG
GACCATGGTG
GGAGGAGGCG
AAATACCGAT
CACGAGCCAG
GATGCGITTC
GTCCGIGTCC
TCAACCCAGT
CTGICTTCIT
GCGAGGACCG
TCTTGCACGC
AGCAGGCCAT
CGACGCGAGG
TGCCCGLGTT
AAGGCCAGCA
TCCGCLCCCC
CAGGACTATA
CGACCCTGCC
CTCATAGCTC
GTGTGCACGA
AGTCCAACCC
GCAGAGCGAG

AGGTCGACTC
CACCAGGTGC
GGATGTGACC
TGGCTCTAGC
GGGAAAGAAT
CGCCGCCATG
CATGCCCCCA
CGTCCTGLCC
GACT GCAGCC
CTTTGCTTTC
CAAGTTGACG
TCAGCAGCTG
TGCGGTTTAA
TTGCTGTATT
GTTGAGGGTC
CATGGGCATA
GGTGGTGITG
TTTCAGTAGC
AAGCTGGGAT
GGCTATGITC
GTATCCGGTG
GGAGACGCCC
CCCACGGGCG
CAGGATGAGA
TATAATGGTT
TTTGAGTTCA
GGT AGGGGAG
GGT GGGCCCG
GCCGTCATCC
CCTGACCAAA
AAAGITTTTC
CAGTTCCAGG
TCCTCGTTTC
CGGGLCAGGG
GT GAAGGGGT
GTGCTGAAGC
TCATAGTCCA
CCGCACGAGG
TCCGGGGAGT
GTGAGCTCTG
TTACCTCTGG
CCGTATACAG
CAGCTCCTTC
TATCATGCAA
CTTTCGCTGG
CCTCGCTCAA
TATCGCCGGC
CTGGATGGCC
GCAGGCCATG
AAAGGCCAGG
TGACGAGCAT
AAGATACCAG
GCTTACCGGA
ACGCTGTAGG
ACCCCCCGTT
GGT AAGACAC
GTATGTAGGC

Fig. 16b

TAGTCCCCGC
AGACCCTGCG
GAGGAGCTGA
GATGAAGATA
ATATAAGGTG
AGCACCAACT
TGGGCCGGGG
GCAAACTCTA
TCCGLCGLCG
CTGAGCCCGC
GCTCTTTTGG
TTGGATCTGC
AACATAAATA
TATTTAGGGG
CTGTGTATTT
AGCCCGTCTC
TAGATGATCC
AAGCTGATTG
GGGTGCATAC
CCAGCCATAT
CACTTGGGAA
TTGTGACCTC
GCGGCCT GGG
TCGTCATAGG
CCATCCGGLC
GAT GGGGGGA
ATCAGCTGGG
TAAATCACAC
CTGAGCAGGG
TCCGCCAGAA
AACGGTTTGA
CGGTCCCACA
GCGGGTTGGG
TCATGTCTTT
GCGCTCCGGG
GCTGCCGGTC
GCCCCTCCGC
GGCAGT GCAG
AGGCATCCGC
GCCGTTCGGG
TTTCCATGAG
ACTTGAGAGG
CGGTGGGCGC
CTCGTAGGAC
AGCGCGACGA
GCCTTCGTCA
ATGGCGGCCG
TTCCCCATTA
CTGTCCAGGC
AACCGTAAAA
CACAAAAATC
GCGTTTCCCC
TACCTGICCG
TATCTCAGIT
CAGCCCGACC
GACTTATCGC
GGTGCTACAG

GGTGGCAGAT
AGT GT GGCGG
GGCCCGATCA
CAGATTGAGG
GGGGTCTTAT
CGTTTGATGG
TGCGTCAGAA
CTACCTITGAC
CTTCAGCCGC
TTGCAAGCAG
CACAATTGGA
GCCAGCAGGT
AAAAACCAGA
TTTTGCGCGC
TTTCCAGGAC
TGGGGT GGAG
AGTCGTAGCA
CCAGGGGCAG
GT GGGGATAT
CCCTCCGOGG
ATTTGTCATG
CAAGATTTTC
CGAAGATATT
CCATTTTTAC
CAGGGGCGTA
TCATGTCTAC
AAGAAAGCAG
CTATTACCGG
GGGCCACTTC
GGCGCTCGCC
GACCGTCCGC
GCTCGGTCAC
GCGGCTTTCG
CCACGGGCGC
CTGCGCGCTG
TTCGCCCTGC
GGCGTGGCCC
ACTTTTGAGG
GCCGCAGGCC
GTCAAAAACC
CCGGTGTCCA
CCTGTCCTCG
GGGGCATGAC
AGGT GCCGGL
TGATCGGCCT
CTGGTCCCGC
ACGCGCT GGG
TGATTCOITCT
AGGTAGATGA
AGGCCGCGTT
GACGCTCAAG
CTGGAAGCTC
CCITTCTCCC
CGGT GTAGGT
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAA



4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

GTGGT GGCCT
GCCAGTTACC
TAGCGGTGGT

AACTACGGCT
TTCGGAAAAA
TTTTTTGTITT

AGATCCTTTG
GATTTTGGTC
AAGTTTTAAA
AATCAGTGAG
CCCLGTCETG
GATACCGCGA
AAGGGCCGAG
TTGCCGGGAA
TGCTGCAGGC
CCAACGATCA
CGGTCCTCCG
AGCACTGCAT
GTACTCAACC
GTCAACACGG
ACGTTCTITCG
ACCCACTCGT
AGCAAAAACA
AATACTCATA
GAGCGGATAC
TCCCCGAAAA
AAATAGGCGT

ATCTTTTCTA
ATGAGATTAT
TCAATCTAAA
GCACCTATCT
TAGATAACTA
GACCCACGCT
CGCAGAAGTG
GCTAGAGTAA
ATCGTGGTGT
AGGCGAGTTA
ATCGTTGICA
AATTCTCTTA
AAGTCATTCT
GATAATACCG
GGGCGAAAAC
GCACCCAACT
GGAAGGCAAA
CTCTTCCTTT
ATATTTGAAT
GTGCCACCTG
ATCACGAGGC

18/18

ACACTAGAAG
GAGTTGGTAG
GCAAGCAGCA
CGGGGTCTGA
CAAAAAGGAT
GTATATATGA
CAGCGATCTG
CGATACGGGA
CACCGGLTCC
GTCCTGCAAC
GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GAAGTAAGTT
CTGTCATGCC
GAGAATAGTG
CGCCACATAG
TCTCAAGGAT
GATCTTCAGC
ATGCCGCAAA
TTCAATATTA
GTATTTAGAA
ACGTCTAAGA
CCTTTCGTCT

Fig. 16C

GACAGTATTT
CTCTTGATCC
GATTACGCGC
CGCTCAGTGG
CTTCACCTAG
GTAAACTTGG
TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATCA
TTTATCCGCC
AGTTAATAGT
GITTTGGTATG
CATGTTGTGC
GGCCGCAGTG
ATCCGTAAGA
TATGCGGCGA
CAGAACTTTA
CTTACCGCTG
ATCTTTTACT
AAAGGGAATA
TTGAAGCATT
AAATAAACAA
AACCATTATT
TCAAGAA

GGTATCTGLCG
GGCAAACAAA
AGAAAAAAAG
AACGAAAACT
ATCCTTTTAA
TCTGACAGTT
TCATCCATAG
TCTGGCCCCA
GCAATAAACC
TCCATCCAGT
TTGCGCAACG
GCTTCATTCA
AAAAAAGCGG
TTATCACTCA
TGCTTTTCTG
CCGAGTTGCT
AAAGTGCTCA
TTGAGATCCA
TTCACCAGCG
AGGGCGACAC
TATCAGGGTT
ATAGGGGTTC
ATCATGACAT

CTCTGCTGAA
CCACCGCTGG
GATCTCAAGA
CACGTTAAGG
ATTAAAAATG
ACCAATGCTT
TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT
AGCCAGCCGG
CTATTAATTG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGCTCCTT
TGGTTATGGC
TGACTGGTGA
CTTGCCCGGC
TCATTGGAAA
GTTCGATGTA
TTTCTGGGTG
GGAAATGTTG
ATTGTCTCAT
CGCGCACATT
TAACCTATAA
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