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Introduzione. Il mesotelioma pleurico maligno (MPM) è un tumore della pleura molto 

aggressivo per il quale si rende indispensabile l’individuazione di biomarcatori 

diagnostici e prognostici. Il mio progetto di dottorato è finalizzato ad  individuare geni 

differenzialmente espressi tra tessuti di mesotelio sano e di MPM i cui prodotti proteici 

potrebbero trovare impiego in questo campo. 

I precedenti screening evidenziano importanti variazioni nel fenotipo di cellule di MPM 

indotte dal silenziamento dei geni ASS1, IMP3, MCT4 e RAN. Silenziare nuovamente 

questi geni con un secondo nuovo siRNA e procedere alle analisi fenotipiche è 

necessario per confermare questi risultati ed escludere effetti “off-target”. 

Il gene RAN è di certo quello che induce i maggiori cambiamenti se silenziato. Pertanto 

si è deciso di sopprimere in modo permanente (Knock-out) la sua espressione in una 

linea cellulare di MPM. 

Metodi. L’espressione dei geni sopramenzionati è stata ridotta in una linea cellulare non 

maligna di mesotelio (Met-5A), e in quattro linee cellulari di MPM (Mero-14, Mero-25, 

Istmes-2, NCI-H28) tramite l’utilizzo della “RNA interference”. L’efficienza del 

silenziamento genico è stata valutata sia a livello trascrizionale (mediante PCR 

quantitativa) che a livello proteico (Western Blot). A seguito della deplezione genica è 

stata determinata la variazione di alcuni fenotipici, quali la proliferazione (SRB assay), 

l’apoptosi (misurazione della attività caspasiche 3 e 7), la capacità di formare colonie 

(Colony formation assay) e la capacità invasiva (Wound healing assay).  

Il knock-out è realizzato mediante la tecnica CRISPR/CAS9 lentivirale. L’attivazione di 

tale sistema di editing è seguita dall’estrazione di DNA, RNA e proteine per provare 

l’avvenuta delezione genica. 

Risultati. Il silenziamento di IMP3, MCT4 e RAN causa una variazione del fenotipo 

cellulare conforme a quella già osservata. Per ASS1 gli esperimenti sono ancora in fase 

di attuazione e replica. Il knock-out di RAN è stato confermato a livello trasrizionale ma 

non ancora a livello proteico. 
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