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Antonella Cusimano- Report Programma Short-term mobility 2008, CNR

Nell’ambito del programma “Short-Term Mobility” finanziato dal CNR dal 5 al 26 novembre ho frequentato il laboratorio diretto dal prof Dimcho Bachvarov presso l’Università di Laval, CHUQ-Centre de recherche L'Hôtel-Dieu de Québec, Canada.

Durante la permanenza in Canada ho condotto esperimenti rivolti ad investigare gli effetti sull’espressione genica globale del trattamento di cellule umane di epatocarcinoma con celecoxib, inibitore dell’enzima COX-2, e con sorafenib inibitore del pathway Ras/Raf/MEK/ERK, usati da soli o in combinazione.

In sintesi le cellulule di epatocarcinoma, HepG2 e Huh7, sono state trattate con celecoxib 50µM e sorafenib 7.5µM da soli o in combinazione ed in seguito è stato estratto l’RNA usando il reagente Trizol.

La qualità di tutti i campioni di RNA è stata esaminata mediante elettroforesi capillare utilizzando il bioanalizzatore Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA). I campioni sono stati successivamente quantizzati allo spettrofotometro Nano Drop ND1000. cDNA fluorescenti  sono stati generati da 20 µg di RNA totale per reazione utilizzando il Kit Agilent Fluorescent Direct Label e 1.0 mM di dCTP marcati con 3- o 5-Cyanine (PerkinElmer, Boston, MA), secondo la procedura indicata nel manuale d’istruzione. cDNA del campione trattato con i farmaci e marcati con una delle due cianine sono stati mescolati con la stessa quantità di cDNA del campione controllo (non trattato) marcato con la cianina di colore diverso e posti su Whole Human Genome (4X44K) oligo microarray Kit (Agilent), contenente 44.000 geni. Dopo l’ibridazione e i lavaggi è stata eseguita la scansione degli arrays utilizzando un dual-laser scanner di DNA microarray (Agilent). Dall’immagine sono poi stati estratti i dati utilizzando il software Feature Extraction 6.1 (Agilent). In seguito il software GeneSpring (Agilent) è stato utilizzato per generare gli elenchi dei geni selezionati e per diversi metodi statistici e di visualizzazione. 

Dall’esperimento è risultato che nelle cellule Huh7 il celecoxib inibisce l’espressione di 127 geni, mentre induce l’espressione di 102 geni; il sorafenib inibisce l’espressione di 1030 geni, mentre induce l’espressione di 839 geni. Nelle cellule Huh7 trattate con la combinazione di entrambi i farmaci (celecoxib + sorafenib) si osserva l’induzione di 2075 geni e l’inibizione di 1844 geni (Figura 1).

Nelle cellule HepG2 il celecoxib inibisce l’espressione di 195 geni, mentre induce l’espressione di 169 geni; il sorafenib inibisce l’espressione di 399 geni, mentre induce l’espressione di 362 geni. Nelle cellule HepG2 trattate con la combinazione di entrambi i farmaci (celecoxib + sorafenib) si osserva l’induzione di 1502 geni e l’inibizione di 1536 geni (Figura 1).

In entrambe le linee cellulare il sorafenib sembra essere quello che regola il maggior numero di geni. La combinazione dei farmaci sembra essere sinergica anche negli effetti sull’espressione genica. 
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Figura 1. Diagramma di Venn, geni up- e down-regolati in Huh7 (A, B) e HepG2 (C, D).
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