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Effettuando	
   esperimenti	
   di	
   immunolocalizzazione	
   su	
   linfociti	
   posti	
   in	
   coltura	
   con	
  

fitoemagglutinina	
   con	
   l’anticorpo	
   per	
   la	
   proteina	
   HB9	
   insieme	
   ad	
   un	
   anticorpo	
   con	
  

localizzazione	
   nucleolare,	
   come	
   quello	
   diretto	
   contro	
   la	
   proteina	
   Tau-­‐1,	
   si	
   è	
   potuto	
  

verificare	
  che	
  la	
  localizzazione	
  della	
  proteina	
  HB9	
  non	
  è	
  nucleolare	
  come	
  era	
  sembrato	
  in	
  

un	
  primo	
  momento.	
   Infatti	
   i	
  segnali	
  rilevati	
  per	
   le	
  due	
  proteine,	
  Tau-­‐1	
   in	
  rosso	
  e	
  HB9	
  in	
  

verde,	
   non	
   coincidono:	
   entrambi	
   sono	
   localizzati	
   in	
   regioni	
   in	
   cui	
   la	
   cromatina	
   è	
  molto	
  

despiralizzata,	
  ma	
  per	
  HB9	
  non	
  si	
  tratta	
  della	
  regione	
  del	
  nucleolo	
  (Fig.	
  30).	
  

	
  

Fig.	
   30:	
   Immunolocalizzazione,	
   nei	
   linfociti	
   da	
   sangue	
   periferico	
   umano	
   dopo	
  
stimolazione	
   con	
   PHA,	
   della	
   proteina	
   HB9	
   (segnali	
   di	
   colore	
   verde)	
   e	
   di	
   una	
  
proteina	
  a	
  localizzazione	
  nucleolare	
  (segnali	
  di	
  colore	
  rosso).	
  I	
  nuclei	
  sono	
  colorati	
  
con	
  DAPI	
  (Blu).	
  A	
  sinistra	
  sono	
  mostrate	
  le	
  immagini	
  ottenute	
  con	
  i	
  singoli	
  canali	
  
per	
  il	
  verde,	
  il	
  rosso	
  e	
  il	
  blu.	
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L’ipotesi	
  fatta	
  sulla	
  base	
  di	
  tutti	
  i	
  dati	
  ottenuti	
  negli	
  esperimenti	
  di	
  Real	
  time	
  PCR	
  e	
  

di	
   immunofluorescenza	
   propone	
   che,	
   nel	
   caso	
   specifico	
   della	
   linea	
  GDM-­‐1,	
   poiché	
   è	
  

stato	
   verificato	
   con	
   più	
  metodiche	
   che	
   l’overespressione	
   di	
  HLXB9	
   non	
   dipende	
   dal	
  

riarrangiamento	
   cromosomico,	
   la	
   presenza	
   del	
   gene	
   e	
   della	
   rispettiva	
   proteina	
  

potrebbe	
  essere	
  attribuibile	
  ad	
  un	
  processo	
  di	
  riattivazione	
  simile	
  a	
  quello	
  che	
  avviene	
  

nei	
  blasti	
  linfocitari	
  delle	
  colture	
  di	
  linfociti	
  stimolati	
  con	
  fitoemagglutinina.	
  	
  

Questa,	
   infatti,	
   riconducendo	
   i	
   linfociti	
   maturi,	
   già	
   differenziati,	
   ad	
   uno	
   stadio	
   di	
  

blasti,	
   che	
   permette	
   loro	
   l’attiva	
   replicazione,	
   determina	
   una	
   riattivazione	
   del	
   gene	
  

HLXB9	
  paragonabile	
  a	
  quella	
  che	
  avviene	
  nella	
  linea	
  leucemica	
  GDM-­‐1.	
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Possibili	
  geni	
  target	
  del	
  fattore	
  di	
  trascrizione	
  HB9	
  in	
  cellule	
  ematopoietiche	
  	
  

La	
   proteina	
   HB9,	
   essendo	
   un	
   fattore	
   di	
   trascrizione,	
   agirà	
   da	
   repressore	
   o	
   da	
  

attivatore	
   di	
   altri	
   geni.	
   Così	
   sono	
   stati	
   presi	
   in	
   esame	
   tre	
   possibili	
   bersagli	
   del	
   gene	
  

HLXB9:	
   il	
   recettore	
   E2	
   per	
   la	
   prostaglandina	
   (PTGER2),	
   l’interleuchina	
   6	
   (IL6)	
   e	
  

l’interleuchina	
   8	
   (IL8).	
   Sono	
   note	
   le	
   proprietà	
   benefiche	
   di	
   immunomodulazione	
   e	
  

differenziazione	
   che	
   la	
   prostaglandina	
   effettua	
   sul	
   sistema	
   ematopoietico	
   e	
  

recentemente	
  è	
  stato	
  messo	
  in	
  luce	
  il	
  coinvolgimento	
  delle	
  interleuchine	
  nei	
  processi	
  

tumorali.	
   L’espressione	
   dei	
   geni	
   PTGER2,	
   IL6	
   e	
   IL8	
   è	
   stata	
   perciò	
   valutata	
  mediante	
  

esperimenti	
  di	
   real	
   time	
  PCR	
  nella	
   linea	
  cellulare	
  GDM-­‐1,	
  su	
   l’RNA	
  di	
   linfociti	
  appena	
  

prelevati	
  e	
  su	
  linfociti	
  posti	
  in	
  coltura	
  sotto	
  la	
  stimolazione	
  della	
  fito-­‐emagglutinina	
  per	
  

tre	
  giorni.	
  I	
  primers	
  scelti	
  e	
  le	
  loro	
  caratteristiche	
  sono	
  indicati	
  in	
  tabella	
  4.	
  

	
  

	
  

I	
   risultati	
   degli	
   esperimenti	
   di	
   Real	
   time	
   PCR	
   mostrano	
   che	
   il	
   gene	
   PTGER2	
   è	
  

espresso	
  nei	
   linfociti	
  appena	
  prelevati	
  e	
   in	
  quelli	
  posti	
   in	
  coltura,	
  mentre	
  subisce	
  una	
  

down-­‐regolazione	
   totale	
  nella	
   linea	
  GDM-­‐1	
  dove	
  HLXB9	
   è	
   attivo.	
  Dai	
  dati	
  presenti	
   in	
  

figura	
  31	
   si	
   evince	
   che	
   il	
   gene	
  PTGER2	
   è	
   espresso	
  nei	
   linfociti,	
   usati	
   come	
   campione	
  

calibratore,	
  nei	
  linfociti	
  posti	
  in	
  coltura	
  con	
  la	
  fitoemoagglutinina	
  senza	
  la	
  presenza	
  di	
  

incrementi	
  rilevanti,	
  mentre	
  è	
  silente	
  nella	
  linea	
  GDM-­‐1.	
  	
  

Gene	
   Forward	
  	
   Reverse	
   Tm°	
   Amplificato	
  	
  

PTGER2	
  	
   CTTGCCTTTCACGATTTTTG	
  	
   AAAAACCTAAGAGCTTGGAG	
  	
   60°	
  	
   81	
  bp	
  	
  

IL6	
  	
   GCAGAAAAAGGCAAAGAATC	
  	
   CTACATTTGCCGAAGAGC	
  	
   59°	
  	
   179	
  bp	
  	
  

IL8	
  	
   GTTTTTGAAGAGGGCTGAG	
   TTTGCTTGAAGTTTCACTGG	
  	
   59°	
   89	
  bp	
  	
  

Tabella	
  4:	
  Caratteristiche	
  dei	
  primer	
  per	
  i	
  geni	
  PTGER2,	
  IL6	
  e	
  IL8	
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Il	
   gene	
   IL6	
   ha	
   mostrato	
   alti	
   livelli	
   di	
   espressione	
   nei	
   linfociti	
   resi	
   replicativi	
   con	
   la	
  

fitoemagglutinina	
   rispetto	
   ai	
   livelli	
  molto	
   bassi	
   presenti	
   nell’RNA	
   estratto	
   da	
   linfociti	
  

differenziati	
  e	
  appena	
  prelevati.	
  Questo	
  può	
  essere	
  spiegato	
  dato	
  che	
  l’Interleuchina	
  6	
  

è	
   descritta	
   in	
   letteratura,	
   insieme	
   all’	
   Interleuchina	
   2,	
   come	
   agente	
   induttore	
   della	
  

proliferazione	
   dei	
   linfociti	
   T,	
   che	
   sono	
   proprio	
   quelli	
   stimolati	
   in	
   vitro	
   dalla	
  

fitoemagglutinina.	
  Il	
  gene	
  per	
  l’Interleuchina	
  6	
  risulta	
  invece	
  non	
  trascritto	
  nella	
  linea	
  

GDM-­‐1	
  (Fig.	
  32).	
  

	
  

Fig.	
  31:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  del	
  
gene	
   PTGER2:	
   sull’asse	
   x	
   i	
   cicli	
   di	
  
amplificazione	
  della	
  PCR	
  e	
   sull’asse	
  
y	
   il	
   livello	
   di	
   fluorescenza	
   emessa;	
  
B)	
   Calcolo	
   dei	
   ΔCt,	
   ottenuti	
   dalla	
  
differenza	
   fra	
   il	
   Ct	
   del	
   gene	
   target	
  
(PTGER2)	
   e	
   quello	
   del	
   gene	
   house-­‐
keeping	
  (ACTB),	
  del	
  ΔΔCt	
  dato	
  dalla	
  
differenza	
  tra	
  il	
  ΔCt	
  del	
  campione	
  in	
  
studio	
  e	
  quello	
  del	
  campione	
  usato	
  
come	
   calibratore	
   e	
   del	
   2-­‐ΔΔCt	
   che	
  
assegna	
   un	
   valore	
   numerico	
  
all’incremento	
   o	
   decremento	
  
dell’espressione	
  del	
  gene	
  target	
  nei	
  
campioni	
   in	
   studio	
   paragonandoli	
  
con	
   il	
   calibratore.	
   C)	
   Istogramma	
  
dei	
   campioni	
   con	
   i	
   relativi	
   livelli	
   di	
  
espressione	
  di	
  PTGER2.	
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La	
  down-­‐regolazione	
  del	
  gene	
  PTGER2	
  e	
  dell’IL6	
  nella	
  linea	
  GDM-­‐1	
  potrebbe	
  essere	
  

una	
  causa	
  dell’azione	
  del	
  gene	
  HLXB9,	
   soprattutto	
  per	
   il	
  gene	
  PTGER2	
  già	
   indicato	
   in	
  

letteratura	
  fra	
  i	
  possibili	
  target	
  di	
  HLXB9.	
  Ulteriori	
  indagini	
  potranno	
  essere	
  effettuate	
  

mediante	
  metodiche	
  che	
  permettono	
  di	
  silenziare	
  HLXB9	
  nella	
  linea	
  cellulare	
  GDM-­‐1.	
  

Così	
   facendo,	
  una	
   riattivazione	
  del	
  gene	
  PTGER2	
  o	
  del	
  gene	
   IL6	
   sarebbe	
   la	
  prova	
  del	
  

legame	
  fra	
  il	
  fattore	
  di	
  trascrizione	
  HB9	
  e	
  i	
  geni	
  in	
  studio.	
  

Per	
  quanto	
  riguarda	
  l’Interleuchina	
  8	
  (IL8),	
  non	
  si	
  hanno	
  cambiamenti	
  drastici	
  nella	
  

linea	
  GDM-­‐1.	
   Il	
  gene	
  è	
  espresso	
  nei	
   linfociti,	
  è	
  up-­‐regolato	
  nei	
   linfociti	
  stimolati	
  dalla	
  

fitoemagglutinina	
   (3,39	
   volte	
   in	
   più	
   rispetto	
   ai	
   linfociti	
   usati	
   come	
   campione	
  

calibratore)	
   ed	
  è	
  espresso,	
   anche	
   se	
   in	
  misura	
  minore,	
   nelle	
  GDM-­‐1	
   (Fig.	
   33).	
   La	
  up-­‐

regolazione	
   dell’IL8	
   a	
   seguito	
   di	
   stimolazione	
   con	
   PHA	
   è	
   stata	
   già	
   evidenziata	
   in	
  

Fig.	
   32:	
   A)Plot	
   di	
   amplificazione	
   del	
  
gene	
   IL6:	
   sull’asse	
   x	
   i	
   cicli	
   di	
  
amplificazione	
  della	
  PCR	
  e	
  sull’asse	
  y	
  
il	
   livello	
   di	
   fluorescenza	
   emessa;	
   B)	
  
Calcolo	
   dei	
   ΔCt,	
   ottenuti	
   dalla	
  
differenza	
   fra	
   il	
   Ct	
   del	
   gene	
   target	
  
(IL6)	
   e	
   quello	
   del	
   gene	
   house-­‐
keeping	
   (ACTB),	
   del	
   ΔΔCt	
   dato	
   dalla	
  
differenza	
  tra	
   il	
  ΔCt	
  del	
  campione	
   in	
  
studio	
   e	
   quello	
   del	
   campione	
   usato	
  
come	
   calibratore	
   e	
   del	
   2-­‐ΔΔCt	
   .	
   Come	
  
si	
   può	
   osservare	
   i	
   linfociti	
   stimolati	
  
dalla	
   PHA	
   hanno	
   un	
   livello	
   di	
  
espressione	
   dell’IL6	
   diciasette	
   volte	
  
superiore	
   ai	
   linfociti	
   non	
   stimolati	
  
usati	
   come	
  campione	
   calibratore;	
  C)	
  
Istogramma	
   dei	
   campioni	
   con	
   i	
  
relativi	
  livelli	
  di	
  espressione	
  dell’IL6.	
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letteratura	
  e	
  motivata	
  dal	
   fatto	
   che	
   i	
  monociti,	
   che	
   sono	
  messi	
   in	
   coltura	
   insieme	
  ai	
  

linfociti	
  dopo	
  separazione	
  con	
  soluzione	
  di	
  Ficoll,	
  sono	
  i	
  principali	
  produttori	
  di	
  IL8	
  che	
  

recluta	
  successivamente	
  altri	
  mediatori	
  dell’infiammazione.	
   Inoltre	
  anche	
  il	
  siero,	
  che	
  

viene	
   aggiunto	
   al	
   terreno	
   di	
   coltura	
   in	
   cui	
   sono	
   posti	
   linfociti	
   e	
  monociti	
   prelevati	
   e	
  

separati	
   dal	
   resto	
  delle	
   cellule	
  nucleate	
  del	
   sangue,	
   è	
   considerato	
  un	
   cofattore	
  nella	
  

produzione	
  di	
  IL8.	
  

	
  

	
  

In	
   figura	
   34	
   sono	
   mostrate	
   le	
   bande	
   elettroforetiche	
   dei	
   geni	
   target	
   studiati	
   nei	
  

rispettivi	
   campioni.	
   Le	
  altezze	
  delle	
  bande	
   rispecchiano	
   la	
  grandezza	
  degli	
   amplificati	
  

(indicati	
  precedentemente	
  in	
  tabella	
  4),	
  e	
  gli	
  amplificati	
  ottenuti	
  e	
  le	
  loro	
  quantità	
  sono	
  

perfettamente	
  in	
  accordo	
  con	
  i	
  dati	
  ottenuti	
  negli	
  esperimenti	
  di	
  Real	
  time	
  PCR.	
  	
  

	
   	
  

Fig.	
   33:	
   A)Plot	
  di	
   amplificazione	
  
del	
  gene	
   IL8:	
  sull’asse	
  x	
   i	
  cicli	
  di	
  
amplificazione	
   della	
   PCR	
   e	
  
sull’asse	
   y	
   il	
   livello	
   di	
  
fluorescenza	
  emessa;	
  B)	
  Calcolo	
  
dei	
   ΔCt,	
   del	
   ΔΔCt	
   dato	
   dalla	
  
differenza	
   tra	
   il	
   ΔCt	
   del	
  
campione	
   in	
   studio	
  e	
  quello	
  del	
  
campione	
   usato	
   come	
  
calibratore	
   e	
   del	
   2-­‐ΔΔCt	
   ;	
   C)	
  
Istogramma	
   dei	
   campioni	
   con	
   i	
  
relativi	
   livelli	
   di	
   espressione	
  
dell’IL6.	
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  Fig.	
  34:	
  Elettroforesi	
  su	
  gel	
  di	
  agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  amplificati	
  ottenuti	
  dagli	
  esperimenti	
  di	
  
Real	
   time	
   PCR.	
   È	
   possibile	
   notare	
   l’assenza	
   di	
   amplificato	
   nella	
   line	
   6	
   e	
   nella	
   9,	
  
corrispondente	
  alla	
  mancanza	
  di	
  espressione	
  del	
  gene	
  PTGER2	
  e	
  IL6	
  nella	
  linea	
  GDM-­‐1.	
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Localizzazione	
  intranucleare	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  in	
  pazienti	
  con	
  disordini	
  mieloidi	
  

Nell’ambito	
  dello	
  studio	
  del	
  coinvolgimento	
  patologico	
  del	
  gene	
  HLXB9,	
   sono	
  stati	
  

presi	
  in	
  esame	
  una	
  serie	
  di	
  pazienti	
  con	
  disordini	
  mieloidi	
  (dalla	
  dott.ssa	
  Tosi	
  -­‐	
  Brunel	
  

University,	
  London,	
  UK)	
  caratterizzati	
  da	
  delezioni	
  di	
  una	
  regione	
  del	
  braccio	
  lungo	
  di	
  

uno	
  dei	
  due	
  cromosomi	
  7.	
  I	
  pazienti	
  mostrano	
  delezioni	
  con	
  breakpoint	
  differenti,	
  ma	
  

tutti	
  mantengono	
  il	
  gene	
  HLXB9	
  su	
  entrambi	
  i	
  cromosomi	
  7.	
  Il	
  breakpoint	
  prossimale	
  è	
  

sempre	
  nella	
  banda	
  7q22	
  mentre	
  quello	
  distale	
  in	
  7q36	
  o	
  in	
  7q31.	
  	
  

I	
   preparati	
   cromosomici	
   di	
   questi	
   pazienti	
   sono	
   stati	
   ibridati	
   con	
   panting	
   del	
  

cromosoma	
   7	
   (segnale	
   verde)	
   e	
   con	
   la	
   sonda	
   RPCI-­‐5-­‐1121A15	
   biotinilata	
   (segnale	
  

rosso)	
   che	
   identifica	
   il	
   gene	
  HLXB9	
   (Fig.	
   35).	
   Questa	
   parte	
   degli	
   esperimenti	
   è	
   stata	
  

effettuata	
  durante	
  il	
  periodo	
  di	
  attività	
  svolta	
  all’estero	
  presso	
   la	
  Brunel	
  University	
  di	
  

Londra,	
  nel	
  laboratrio	
  della	
  Dott.ssa	
  Sabrina	
  Tosi.	
  

	
  

	
  

Anche	
   per	
   questi	
   pazienti	
   è	
   stata	
   effettuata	
   la	
   localizzazione	
   intranucleare	
   del	
  

segnale	
   di	
   ibridazione	
   del	
   gene	
  HLXB9	
   su	
   circa	
   300	
   nuclei	
   per	
   paziente.	
   Le	
  mediane	
  

ottenute	
  con	
  i	
  dati	
  di	
  ciascun	
  paziente	
  sono	
  indicate	
  in	
  figura	
  36.	
  

Fig.	
   35:	
   Preparati	
  
cromosomici	
   dei	
   pazienti	
  
affetti	
   da	
   leucemia.	
   In	
   verde	
  
il	
   segnale	
   del	
   painting	
   del	
  
cromosoma	
   7	
   e	
   in	
   rosso	
   il	
  
segnale	
   della	
   sonda	
   RPCI-­‐5-­‐
1121A15	
  che	
  contiene	
  il	
  gene	
  
HLXB9.	
  I	
  nuclei	
  e	
  i	
  cromosomi	
  
sono	
  colorati	
  con	
  il	
  DAPI.	
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I	
   valori	
  di	
  mediana	
   indicano	
  che	
   i	
  pazienti	
  3,	
  4	
  e	
  5	
  hanno	
  subito	
  un	
  cambiamento	
  

nella	
  localizzazione	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  rispetto	
  ai	
  valori	
  dei	
  controlli	
  normali	
  per	
  lo	
  stesso	
  

gene,	
  mentre	
   i	
   pazienti	
   1	
   e	
   2	
  mantengono	
  una	
  mediana	
   intorno	
   allo	
   0,65.	
   La	
   scarsa	
  

quantità	
  di	
  preparato	
  cromosomico	
  e	
   l’impossibilità	
  di	
  procedere	
  con	
  esperimenti	
  3D	
  

avendo	
  disponibilità	
  del	
   solo	
  preparato	
   in	
   fissativo	
  acido	
  acetico	
  e	
  metanolo,	
  non	
  ha	
  

permesso	
  però	
  di	
  approfondire	
  questo	
  dato.	
  Si	
  poteva	
  infatti,	
  trovando	
  un’opportuna	
  

combinazione	
  di	
  sonde,	
  come	
  è	
  stato	
  fatto	
  con	
  la	
  linea	
  cellulare	
  GDM-­‐1,	
  discriminare	
  

l’allele	
  wild	
  type	
  dall’allele	
  portatore	
  della	
  delezione.	
  Si	
  sarebbe	
  così	
  potuto	
  ottenere	
  

un	
  valore	
  di	
  mediana	
  singolo	
  per	
  ciascun	
  allele	
  e	
  capire	
  quale	
  di	
  questi	
  contribuisce	
  al	
  

riposizionamento	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  nei	
  pazienti	
  studiati.	
  

Sebbene	
  il	
  gene	
  HLXB9	
  non	
  sia	
  coinvolto	
  nelle	
  delezioni	
  che	
  colpiscono	
  i	
  pazienti,	
  il	
  

riposizionamento	
  genico	
  a	
  livello	
  nucleare	
  potrebbe	
  essere	
  causato	
  dalle	
  regioni	
  che	
  a	
  

causa	
  del	
  riarrangiamento	
  cromosomico	
  si	
  avvicinano	
  al	
  gene	
  HLXB9.	
  Prendendo	
  come	
  

esempi	
  il	
  paziente	
  p.2	
  e	
  il	
  paziente	
  p.3,	
  che	
  possiedono	
  dati	
  citogenetici	
  maggiormente	
  

definiti,	
  possiamo	
  ipotizzare	
  cosa	
  accade	
  come	
  conseguenza	
  della	
  delezione.	
  

Nel	
  paziente	
  p.2	
   la	
  banda	
  7q36.3	
  si	
  troverà,	
  a	
  causa	
  della	
  delezione,	
  vicina	
  ad	
  una	
  

regione	
   L1+	
   povera	
   in	
   geni	
   e	
   in	
   una	
   regione	
   nucleare	
   con	
   cromatina	
   compatta;	
   nel	
  

paziente	
  p.3,	
  invece,	
  si	
  troveranno	
  contigue,	
  a	
  causa	
  del	
  riarrangiamento,	
  due	
  regioni	
  

Fig.	
   36:	
   Valori	
   di	
  
mediana	
   del	
   PAC	
  
RPCI-­‐5-­‐1121A15	
  
ottenuti	
  
dall’analisi	
   di	
   più	
  
di	
   300	
   nuclei	
   in	
  
interfase	
   dei	
  
pazienti	
  studiati.	
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H3+	
  ad	
  alto	
  contenuto	
   in	
  GC	
  e	
   localizzate	
   in	
  una	
  regione	
  nucleare	
  con	
  cromatina	
  più	
  

despiralizzata	
   (Fig.	
   37).	
   Questo	
   potrebbe	
   rappresentare	
   una	
   valida	
   ipotesi	
   alla	
  

rilocalizzazione	
   nucleare	
   del	
   gene	
  HLXB9	
   che	
   si	
   presenta	
   nel	
   paziente	
   p.3	
   e	
   non	
   nel	
  

paziente	
  p.2.	
  

Fig.	
  37:	
  A	
   sinistra	
   è	
   rappresentato	
   l’idiogramma	
  del	
   cromosoma	
  7	
   con	
   l’indicazione	
  delle	
  
regioni	
  delete,	
   in	
  verde	
  quella	
  per	
   il	
  paziente	
  p.3	
  e	
   in	
  nero	
  la	
  delezione	
  che	
  caratterizza	
   il	
  
paziente	
  p.2.	
  A	
  destra	
  è	
  rappresentato	
  quello	
  che	
  accade	
  al	
  cromosoma	
  7	
  del	
  paziente	
  p.2	
  
e	
  p.3	
  a	
  seguito	
  del	
  riarrangiamento	
  cromosomico.	
  Il	
  paziente	
  p.2	
  si	
  troverà	
  con	
  la	
  regione	
  
7q21.3	
   contigua	
   alla	
   regione	
   q36;	
   il	
   paziente	
   p.3	
   avrà	
   invece	
   la	
   regione	
   q22.1	
  
fiancheggiante	
  la	
  q36.	
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3.2	
  Espressione	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  in	
  cellule	
  nervose	
  

	
  

Localizzazione	
   intranucleare	
   e	
   analisi	
   di	
   espressione	
   durante	
   il	
  

differenziamento	
  neuronale	
  

Per	
  valutare	
  l’espressione	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  in	
  cellule	
  paragonabili	
  a	
  quelle	
  in	
  cui	
  esso	
  

è	
   fisiologicamente	
   espresso	
   essendo	
   implicato	
   nel	
   differenziamento	
   e	
   nello	
   sviluppo	
  

dei	
  motoneuroni,	
  è	
  stata	
  usata	
  una	
   linea	
  cellulare	
  di	
  neuroblastoma	
  umano,	
   la	
  SK-­‐N-­‐

BE.	
  Tali	
  cellule,	
  quando	
  sono	
  indotte	
  con	
  acido	
  retinoico,	
  differenziano	
  in	
  cellule	
  di	
  tipo	
  

nervoso.	
   Attraverso	
   l’utilizzo	
   di	
   questa	
   linea	
   cellulare	
   è	
   stato	
   creato	
   un	
   modello	
   di	
  

sviluppo	
  neuronale,	
  dalla	
  proliferazione	
  embrionale,	
  allo	
  stadio	
  di	
  neurone	
  adulto	
  ed	
  

infine	
  alla	
  morte	
  cellulare	
  per	
  apoptosi.	
  

	
  Il	
  differenziamento	
  è	
  stato	
  effettuato	
  con	
  l’aggiunta	
  al	
  terreno	
  di	
  crescita,	
  al	
  giorno	
  

0,	
   3,	
   6	
   e	
   9,	
   di	
   acido	
   retinoico	
   alla	
   concentrazione	
   di	
   10	
   µM.	
   Le	
   cellule	
   in	
  

differenziamento	
   sono	
   tenute	
   al	
   buio	
   per	
   evitare	
   la	
   disattivazione	
   del	
   retinoide	
   e	
  

durante	
   tutto	
   il	
   periodo	
   di	
   differenziamento	
   sono	
   visibili	
   dei	
   grossi	
   cambiamenti	
  

morfologici,	
   fra	
   cui	
   l’arresto	
   della	
   replicazione,	
   la	
   crescita	
   del	
   corpo	
   cellulare	
   e	
   la	
  

formazione	
   di	
   lunghi	
   prolungamenti	
   simil-­‐dendritici.	
   Nelle	
   cellule	
   differenziate	
   il	
  

neurite	
   appare	
   fino	
   a	
   tre	
   volte	
   più	
   lungo	
   del	
   diametro	
   del	
   corrispondente	
   corpo	
  

cellulare	
  paragonato	
  con	
  quello	
  delle	
  cellule	
  non	
  differenziate	
  in	
  cui	
  esso	
  è	
  più	
  corto.	
  

Inoltre	
   le	
   cellule	
   non	
   differenziate	
   sono	
   più	
   rotondeggianti	
   e	
   hanno	
   pochi	
   neuriti	
   o	
  

sinapsi	
  apparenti.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

A B C
Fig.	
   38:	
   Cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   in	
   coltura.	
   A)	
   proliferative;	
   B)	
   6°	
   giorno	
   di	
   differenziamento;	
   C)	
   12°	
  
giorno	
  di	
  differenziamento.	
  

B	
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La	
  formazione	
  dei	
  neuriti	
  e	
  quindi	
   il	
   loro	
  aumento	
  numerico,	
  che	
  si	
  riscontra	
  nelle	
  

cellule	
  differenziate	
  paragonate	
  a	
  quelle	
  proliferative,	
  è	
  una	
  espressione	
  morfologica	
  

della	
  plasticità	
  neuronale	
  e	
  del	
  differenziamento	
  e	
  coinvolge	
  diversi	
  processi	
  biochimici	
  

diretti	
  alla	
  promozione	
  dell’assemblaggio	
  dei	
  monomeri	
  di	
  tubulina	
  e	
  alla	
  creazione	
  dei	
  

polimeri	
  citoscheletrici	
  che	
  supportano	
  tale	
  fenomeno.	
  

L’avvenuto	
   differenziamento	
   è	
   stato	
   confermato	
   attraverso	
   la	
   verifica	
  

dell’incremento	
  di	
  alcuni	
  marcatori	
  comunemente	
  usati	
  in	
  letteratura	
  come	
  GAP-­‐43	
  e	
  

la	
   β-­‐tubulina.	
   Entrambi	
   sono	
   stati	
   verificati	
   mediante	
   esperimenti	
   di	
  

immunofluorescenza	
  con	
  anticorpi	
  specifici	
  diretti	
  contro	
  tali	
  proteine	
  (Fig.	
  39	
  e	
  40).	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  

Fig.	
   39:	
   Immunofluorescenza	
   con	
   anticorpo	
   diretto	
   contro	
   la	
   proteina	
   β-­‐tubulina	
  
(segnale	
  verde):	
  A-­‐B)cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
  C-­‐D)	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  differenziate.	
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Inizialmente,	
  mediante	
  esperimenti	
  di	
   ibridazione	
   in	
  situ	
  con	
   la	
  sonda	
  PAC	
  RPCI-­‐5-­‐

1121A15,	
  che	
  contiene	
   l’intero	
  gene	
  HLXB9,	
   seguiti	
  dall’analisi	
  dei	
   segnali	
  puntiformi	
  

ottenuti,	
   è	
   stata	
   valutata	
   la	
   localizzazione	
   del	
   gene	
   all’interno	
  dei	
   nuclei	
   in	
   interfase	
  

nelle	
   tre	
   fasi	
   principali	
   del	
  modello	
   di	
   differenziamento	
   neuronale	
   indotto	
   dall’acido	
  

retinoico,	
   cellule	
   proliferative	
   e	
   cellule	
   al	
   sesto	
   e	
   al	
   dodicesimo	
   giorno	
   di	
  

differenziamento.	
   I	
   risultati	
   indicano	
   che	
   HLXB9	
   è	
   localizzato	
   in	
   una	
   posizione	
   più	
  

periferica	
   nei	
   nuclei	
   delle	
   SK-­‐N-­‐BE	
   proliferative	
   con	
   valori	
   di	
  mediana	
   di	
   0,73	
   ed	
   ha	
  

invece	
   una	
   localizzazione	
   più	
   interna	
   nelle	
   SK-­‐N-­‐BE	
   al	
   6°	
   giorno	
   di	
   differenziamento,	
  

con	
   valori	
   di	
  mediana	
  di	
   0,62,	
   e	
  nelle	
   SK-­‐N-­‐BE	
   al	
   12°	
   giorno	
  di	
   differenziamento	
   con	
  

valori	
  di	
  mediana	
  di	
  0,60.	
  	
  

	
  

Fig.	
   40:	
   Immunofluorescenza	
   con	
   anticorpo	
   anti	
   GAP-­‐43	
   (segnale	
   verde).	
   A)	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
  
proliferative;	
   B)	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   differenziate	
   al	
   12°	
   giorno	
   (Fluoresceina);	
   C)	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
  
differenziate	
  al	
  12°	
  giorno	
  (Fluoresceina	
  +	
  DAPI).	
  

Fig.	
  41:	
  Ibridazione	
  in	
  situ	
  della	
  sonda	
  RPCI-­‐5-­‐1121A15	
  (segnale	
  verde).	
  A)	
  Nucleo	
  di	
  cellule	
  SK-­‐
N-­‐BE;	
  B)Metafase	
  ottenuta	
  da	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative;	
  C)	
  nucleo	
  di	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  al	
  12°	
  
giorno	
  di	
  differenziamento.	
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Questi	
  risultati	
  mostrano	
  che	
  il	
  gene	
  HLXB9	
  nelle	
  cellule	
  differenziate	
  si	
  trova	
  in	
  un	
  

compartimento	
  del	
  nucleo	
   in	
  cui	
   la	
  cromatina	
  è	
  più	
  despiralizzata	
  e	
  più	
  accessibile	
  ai	
  

fattori	
  di	
   trascrizione	
  e	
  potrebbe	
  perciò	
  essere	
  maggiormente	
  espresso	
  rispetto	
  a	
  ciò	
  

che	
   accade	
   nelle	
   cellule	
   proliferative	
   in	
   cui	
   il	
   gene	
   si	
   trova	
   in	
   un	
   compartimento	
  

nucleare	
   più	
   periferico	
   con	
   cromatina	
   compatta.	
   Potrebbe	
   subire,	
   quindi,	
  

un’attivazione	
  nel	
  corso	
  del	
  differenziamento.	
  Sono	
  stati	
  effettuati	
  quindi	
  esperimenti	
  

di	
   Real	
   Time	
  PCR	
   sui	
   campioni	
   di	
   RNA	
  estratti	
   da	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   in	
  diversi	
  momenti	
  

dall’induzione	
   del	
   differenziamento	
   ed	
   esperimenti	
   di	
   immunofluorescenza	
   con	
  

anticorpo	
   specifico	
   diretto	
   contro	
   la	
   proteina	
   HB9.	
   I	
   risultati	
   ottenuti	
   dall’analisi	
   di	
  

espressione	
  con	
  Real	
  time	
  PCR	
  hanno	
  messo	
  in	
  evidenza	
  la	
  presenza	
  di	
  mRNA	
  del	
  gene	
  

HLXB9	
   principalmente	
  nel	
   quarto	
  e	
  quinto	
   giorno	
  del	
   differenziamento,	
   subendo	
  poi	
  

un	
  forte	
  decremento	
  al	
  sesto	
  giorno	
  e	
  scomparendo	
  quasi	
  dei	
  tutto	
  dal	
  settimo	
  giorno	
  

fino	
  al	
  dodicesimo	
  (Fig.	
  42).	
  

Fig.	
   42:	
   A)	
   Plot	
   di	
   amplificazione	
  mediante	
   real	
   time	
   del	
   gene	
  HLXB9	
   su	
   tutti	
   gli	
   stadi	
   di	
  
differenziamento	
   neurale	
   con	
   un	
   controllo	
   positivo	
   (Actina)	
   e	
   un	
   controllo	
   negativo;	
   B)	
  
corsa	
  elettroforetica	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  amplificati	
  ottenuti.	
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Andando	
   ad	
   analizzare	
   i	
   dati	
   ottenuti	
   dal	
   calcolo	
   del	
   2-­‐ΔΔCt	
   possiamo	
   quantificare	
  

l’aumento	
   di	
   espressione	
   di	
   HLXB9	
   nelle	
   varie	
   fasi	
   di	
   differenziamento.	
  

Rispettivamente	
   nel	
   quarto	
   e	
   nel	
   quinto	
   giorno	
   assisteremo	
   ad	
   un	
   aumento	
   di	
   otto	
  

volte	
  e	
  di	
   cinque	
   volte	
   rispetto	
   alle	
   cellule	
   in	
   attiva	
  proliferazione.	
   I	
   dati	
   e	
   il	
   relativo	
  

istogramma	
  sono	
  mostrati	
  in	
  figura	
  43.	
  

Anche	
  i	
  dati	
  relativi	
  all’immunofluorescenza	
  con	
  anticorpo	
  specifico	
  anti	
  HB9	
  hanno	
  

confermato	
   quelli	
   ottenuti	
   dall’analisi	
   di	
   espressione	
   con	
   Real	
   time	
   PCR.	
   Risulta	
  

evidente	
  che	
  il	
  segnale	
  dell’anticorpo	
  aumenta	
  nel	
  citoplasma	
  delle	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  al	
  

Fig.	
  43:	
  A	
  sinistra	
  i	
  dati	
  relativi	
  
ai	
   calcoli	
   del	
   2-­‐ΔΔCt	
   ottenuto	
  
dai	
   valori	
   del	
   Ct	
   dei	
   gene	
  
target	
   (HLXB9)	
   e	
   del	
   gene	
  
housekeeping	
   (ACTB).	
   In	
   alto	
  
l’istogramma	
   generato	
   con	
   i	
  
valori	
  del	
  2-­‐ΔΔCt.	
  Si	
  può	
  notare	
  
l’incremento	
   dell’espressione	
  
di	
   HLXB9	
   in	
   corrispondenza	
  
del	
  quarto	
  e	
  quinto	
  giorno	
  di	
  
differenziamento	
   e	
   il	
  
decremento	
   nei	
   giorni	
  
successivi	
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quarto	
   giorno	
   di	
   differenziamento.	
   Inoltre	
   le	
   cellule	
   al	
   quinto	
   giorno	
   di	
  

differenziamento	
  mostrano,	
  oltre	
  al	
  segnale	
  citoplasmatico,	
  anche	
  un	
  segnale	
  a	
  livello	
  

nucleare,	
  compatibile	
  con	
  la	
  funzione	
  di	
  HB9	
  che	
  è	
  un	
  fattore	
  di	
  trascrizione.	
  Al	
  sesto	
  

giorno	
   si	
   osserva	
   invece	
   un	
   blando	
   alone	
   citoplasmatico	
   paragonabile	
   a	
   quello	
  

osservato	
  nelle	
  cellule	
  proliferative	
  (Fig.	
  44).	
  

	
  

	
  
	
  

Sembrerebbe	
   quindi	
   che	
   HLXB9	
   sia	
   una	
   gene	
   coinvolto	
   nelle	
   prime	
   fasi	
   del	
  

differenziamento	
   neurale	
   e	
   ciò	
   potrebbe	
   portare	
   a	
   considerarlo	
   un	
   marker	
   del	
  

processo	
  di	
  sviluppo	
  neurale	
  dell’uomo,	
  specifico	
  per	
  gli	
  stadi	
  iniziali.	
  

La	
  localizzazione	
  nucleare	
  di	
  HB9	
  in	
  regioni	
  con	
  cromatina	
  decondensata	
  (Fig.	
  44)	
  è	
  

simile	
  a	
  quanto	
  osservato	
  nelle	
  cellule	
  della	
  line	
  GDM-­‐1	
  e	
  nei	
  linfociti	
  indotti	
  con	
  PHA	
  

(Fig.	
  29).	
  Ma	
  la	
  funzione	
  di	
  HB9	
  sembrerebbe	
  essere	
  differente	
  poiché	
  nelle	
  GDM-­‐1	
  e	
  

nei	
   linfociti	
   il	
   gene	
   è	
   attivo	
   in	
   cellule	
   proliferative	
   mentre	
   nel	
   caso	
   delle	
   SK-­‐N-­‐BE	
   è	
  

attivo	
  in	
  cellule	
  differenziate	
  (nella	
  fase	
  iniziale).	
  

Fig.	
  44:	
  Immunofluorescenza	
  con	
  anticorpo	
  specifico	
  per	
  la	
  proteina	
  HB9	
  in	
  cellule	
  
SK-­‐N-­‐BE;	
  A)	
  cellule	
  proliferative;	
  B)	
  cellule	
  al	
  quarto	
  giorno	
  di	
  differenziamento;	
  C)	
  
cellule	
   al	
   quinto	
   giorno	
   di	
   differenziamento;	
   D)	
   cellule	
   al	
   sesto	
   giorno	
   di	
  
differenziamento	
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Confrontando	
  i	
  dati	
  di	
  espressione	
  di	
  HLXB9	
  ottenuti	
  sulle	
  cellule	
  di	
  tipo	
  neuronale	
  

con	
   quelli	
   di	
   marcatori	
   noti	
   e	
   usati	
   in	
   letteratura	
   per	
   evidenziare	
   l’avvenuto	
  

differenziamento	
  neurale,	
  come	
  GAP-­‐43	
  e	
  MAPT	
   (Tau),	
  si	
  nota	
  come	
  essi	
  abbiano	
  un	
  

andamento	
  molto	
  diverso.	
  Per	
  quanto	
  riguarda	
  il	
  gene	
  GAP-­‐43,	
  i	
  valori	
  dei	
  Ct	
  dei	
  singoli	
  

campioni,	
   si	
   sono	
   rivelati	
   molto	
   simili,	
   senza	
   grossi	
   cambiamenti	
   circa	
   il	
   livello	
   di	
  

espressione	
  nel	
  corso	
  del	
  differenziamento	
  neuronale,	
  tranne	
  che	
  per	
   il	
  12°	
  giorno	
  di	
  

differenziamento	
  dove	
  si	
  è	
  riscontrato	
  un	
  aumento	
  di	
  quasi	
  tre	
  volte	
  rispetto	
  ai	
  livelli	
  di	
  

mRNA	
  delle	
  cellule	
  proliferative	
  (Fig.	
  45	
  e	
  46).	
  

	
  

	
   Fig.	
  45:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’esperimento	
  di	
  Real	
  time	
  del	
  gene	
  GAP-­‐43	
  su	
  tutti	
  gli	
  
stadi	
   di	
   differenziamento	
   neurale	
   e	
   di	
   un	
   controllo	
   negativo	
   indicato	
   come	
   bianco;	
   B)	
  
corsa	
  elettroforetica	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  amplificati	
  dell’analisi	
  di	
  espressione.	
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Per	
   quanto	
   riguarda	
   il	
   gene	
   MAPT,	
   valutando	
   l’espressione	
   in	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
  

proliferative	
  e	
  in	
  tutti	
  gli	
  stadi	
  del	
  differenziamento	
  si	
  assiste	
  ad	
  un	
  graduale	
  aumento	
  

dei	
  livelli	
  di	
  mRNA	
  con	
  l’aumentare	
  dei	
  giorni	
  di	
  differenziamento	
  cellulare.	
  L’aumento	
  

risulta	
  più	
  evidente	
  dal	
  sesto	
  giorno	
  di	
  differenziamento	
  in	
  poi.	
  In	
  figura	
  47	
  è	
  mostrato	
  

il	
  plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’espressione	
  di	
  MAPT	
   in	
  cellule	
  proliferative,	
  differenziate	
  

al	
   sesto	
   giorno	
   e	
   completamente	
   differenziate,	
   con	
   il	
   relativo	
   gel	
   elettroforetico;	
   in	
  

figura	
  48	
  viene	
  mostrato	
   il	
   relativo	
   istogramma	
  con	
   i	
  calcoli	
  effettuati	
  paragonando	
   i	
  

valori	
  dei	
  Ct.	
  

Fig.	
   46:	
   A	
   sinistra	
   i	
  
dati	
   relativi	
   ai	
   calcoli	
  
del	
   2-­‐ΔΔCt	
   In	
   basso	
  
l’istogramma	
   basato	
  
sui	
  valori	
  del	
  2-­‐ΔΔCt.	
  Si	
  
può	
   notare	
  
l’incremento	
  
dell’espressione	
   di	
  
GAP-­‐43	
   in	
  
corrispondenza	
   del	
  
dodicesimo	
  giorno	
  di	
  
differenziamento.	
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Fig.	
   47:	
   A)Plot	
   di	
   amplificazione	
   dell’esperimento	
   di	
   Real	
   time	
   del	
   gene	
  MAPT	
   sui	
   tre	
  
principali	
  stadi	
  di	
  differenziamento	
  neurale	
  (cellule	
  proliferative,	
  cellule	
  al	
  sesto	
  giorno	
  di	
  
differenziamento	
  e	
  cellule	
  al	
  dodicesimo);	
  B)	
  corsa	
  elettroforetica	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  
degli	
  amplificati	
  dell’analisi	
  di	
  espressione.	
  	
  

Fig.	
  48:	
   Istogrammi	
  e	
  calcoli	
  del	
  2-­‐
ΔΔCt	
   per	
   il	
   gene	
   MAPT	
   studiato	
  
durante	
   le	
   fasi	
   principali	
   del	
  
differenziamento	
  neuronale.	
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Confrontando	
  i	
  dati	
  di	
  espressione	
  dei	
  geni	
  HLXB9,	
  MAPT	
  e	
  GAP-­‐43	
  si	
  può	
  affermare	
  

che,	
   mentre	
   i	
   geni	
  MAPT	
   e	
  GAP-­‐43	
   sono	
   marcatori	
   più	
   specifici	
   per	
   individuare	
   un	
  

neurone	
  maturo	
  ottenuto	
  dopo	
   l’avvenuto	
  differenziamento	
  neurale	
   in	
   vitro,	
   il	
   gene	
  

HLXB9	
   potrebbe	
   essere	
   considerato	
   un	
   marcatore	
   delle	
   prime	
   fasi	
   del	
  

differenziamento,	
   quando	
   ancora	
   la	
   morfologia	
   neuronale	
   non	
   è	
   completamente	
  

delineata	
  ma	
  la	
  crescita	
  cellulare	
  si	
  è	
  arrestata	
  e	
  le	
  cellule	
  cominciano	
  l’allungamento	
  

neuritico	
  e	
  l’ingrandimento	
  del	
  corpo	
  cellulare.	
  

	
  

Possibili	
  geni	
  target	
  della	
  proteina	
  HB9	
  in	
  cellule	
  nervose	
  	
  

Come	
  per	
   la	
   linea	
  GDM-­‐1,	
   anche	
   sulle	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   sono	
   stati	
   esaminati	
   alcuni	
  

possibili	
  geni	
  target	
  del	
  fattore	
  di	
  trascrizione	
  HB9.	
  In	
  particolare	
  sono	
  stati	
  valutati	
   il	
  

gene	
  PTGER2,	
  MYC-­‐N	
  e	
  ZYX	
  per	
  verificare	
  una	
  eventuale	
  repressione	
  o	
  attivazione	
  del	
  

gene	
   coincidente	
   con	
   i	
   giorni	
   di	
  maggiore	
  espressione	
  di	
  HLXB9.	
   I	
   primer	
   scelti	
   per	
   i	
  

possibili	
  target	
  e	
  le	
  loro	
  caratteristiche	
  sono	
  elencati	
  in	
  tabella	
  5.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

I	
  risultati	
  dell’analisi	
  di	
  espressione	
  mediante	
  Real	
  Time	
  PCR	
  mostrano,	
  al	
  contrario	
  

di	
   quello	
   che	
   accade	
   con	
   la	
   linea	
  GDM-­‐1,	
   che	
  PTGER2	
   non	
   è	
   un	
   bersaglio	
   di	
  HLXB9.	
  

Infatti	
  il	
  gene	
  è	
  espresso	
  durante	
  tutto	
  il	
  periodo	
  di	
  differenziamento	
  cellulare,	
  con	
  un	
  

aumento	
  nel	
  corso	
  del	
  differenziamento	
  (Fig.	
  49).	
  

	
  

	
  

Gene	
   Forward	
  	
   Reverse	
   Tm°	
   Amplificato	
  	
  

PTGER2	
  	
   CTTGCCTTTCACGATTTTTG	
  	
   AAAAACCTAAGAGCTTGGAG	
  	
   60°	
  	
   81	
  bp	
  

MYCN	
   GAGCGATTCAGATGATGAAG	
   TCGTTTGAGGATCAGCTC	
   60°	
   176	
  bp	
  

ZYX	
   ACCCTGGAGAAGTGTAAC	
   TACTGCTTGTGGTAGTCG	
  	
   54°	
  	
   179	
  bp	
  

Tabella	
  5:	
  caratteristiche	
  dei	
  primer	
  PTGER2,	
  MYCN	
  e	
  ZYX	
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Successivamente	
   è	
   stato	
   valutato	
   il	
   gene	
  MYC-­‐N,	
   implicato	
   nella	
   proliferazione	
   e	
  

nella	
   crescita	
   tumorale.	
   L’espressione	
   di	
  MYC-­‐N	
   nelle	
   SK-­‐N-­‐BE	
   proliferative	
   è	
   molto	
  

elevata	
  ma	
   si	
   riduce	
   gradualmente	
   durante	
   il	
   corso	
   del	
   differenziamento	
   neuronale,	
  

sebbene	
   non	
   si	
   riscontri	
   nessun	
   legame	
   con	
   il	
   periodo	
   di	
   maggiore	
   espressione	
   di	
  

HLXB9	
  (Fig.	
  50).	
  

Fig.49:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’esperimento	
  di	
  Real	
  time	
  del	
  gene	
  PTGER2	
  testato	
  su	
  tutte	
  le	
  
giornate	
  di	
  differenziamento	
  neurale	
  (cellule	
  proliferative,	
  cellule	
  dal	
  primo	
  giorno	
  al	
  dodicesimo	
  di	
  
differenziamento);	
   B)	
   corsa	
   elettroforetica	
   su	
   gel	
   d’agarosio	
   al	
   2%	
  degli	
   amplificati	
   dell’analisi	
   di	
  
espressione.	
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Infine	
   è	
   stato	
   valutato	
   il	
   gene	
  ZYX,	
   poiché	
   esso	
   è	
   stato	
   considerato	
   in	
   precedenti	
  

ricerche	
  un	
  possibile	
  bersaglio	
  dell’azione	
  di	
  HLXB9.	
  Dai	
  risultati	
  ottenuti	
  nel	
  presente	
  

lavoro	
   tale	
   legame	
  non	
  è	
   riscontrato,	
  essendo	
   il	
  gene	
  ZYX	
  presente	
  sia	
  nelle	
  SK-­‐N-­‐BE	
  

proliferative	
   che	
   nelle	
   cellule	
   in	
   differenziamento,	
   senza	
   grosse	
   alterazioni	
   di	
  

espressione	
  (Fig.	
  51).	
  

	
  

Fig.	
  50:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’esperimento	
  di	
  Real	
  time	
  del	
  gene	
  MYC-­‐N	
  su	
  cellule	
  SK-­‐
N-­‐BE	
   proliferative	
   e	
   durante	
   gli	
   stadi	
   di	
   differenziamento;	
   B)	
   corsa	
   elettroforetica	
   su	
   gel	
  
d’agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  amplificati	
  dell’analisi	
  di	
  espressione.	
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È	
   evidente	
   quindi	
   che	
   a	
   seconda	
   della	
   tipologia	
   cellulare	
   presa	
   in	
   esame,	
   cellule	
  

ematopoietiche	
   o	
   nervose,	
   i	
   target	
   e	
   l’azione	
   di	
   HLXB9	
   siano	
   molto	
   diversi.	
   Basti	
  

pensare,	
   per	
   esempio,	
   che	
   nelle	
   cellule	
   ematopoietiche	
   il	
   gene	
   si	
   riattiva	
   durante	
   la	
  

progressione	
   tumorale	
   e	
   nelle	
   cellule	
   allo	
   stadio	
   di	
   blasti,	
   supponendo	
   quindi	
   un	
  

coinvolgimento	
  nell’aspetto	
  proliferativo.	
   Invece	
  nelle	
  cellule	
  neuronali	
  è	
  attivato	
  nei	
  

processi	
   di	
   differenziamento,	
   proprio	
   nelle	
   fasi	
   iniziali	
   di	
   arresto	
   della	
   proliferazione	
  

cellulare	
  e	
  di	
  definizione	
  del	
  fenotipo	
  neurale.	
  

	
  

Fig.	
  51:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’esperimento	
  di	
  Real	
  time	
  del	
  gene	
  ZYX	
  su	
  tutti	
  gli	
  
stadi	
  di	
  differenziamento	
  neurale;	
  B)	
  corsa	
  elettroforetica	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  
amplificati	
  dell’analisi	
  di	
  espressione.	
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Localizzazione	
  intranucleare	
  ed	
  espressione	
  di	
  HLXB9	
  durante	
  l’apoptosi	
  

Il	
  fenomeno	
  della	
  morte	
  cellulare	
  è	
  una	
  caratteristica	
  importante	
  dello	
  sviluppo	
  del	
  

sistema	
   nervoso	
   e	
   gioca	
   inoltre	
   un	
   ruolo	
   fondamentale	
   in	
   alcune	
   patologie	
  

neurodegenerative.	
  	
  

La	
  morte	
  cellulare	
  per	
  apoptosi	
  delle	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
  e	
  differenziate	
  è	
  

stata	
   indotta	
  aggiungendo	
  al	
   terreno	
  di	
  coltura	
  una	
  nota	
  sostanza	
  con	
  caratteristiche	
  

apoptogeniche,	
   la	
   Staurosporina,	
   testando	
   diverse	
   concentrazioni	
   e	
   vari	
   tempi	
   di	
  

azione.	
  Gli	
  effetti	
  della	
  sostanza	
  risultano	
  molto	
  più	
  marcati	
  quando	
  essa	
  è	
  aggiunta	
  in	
  

cellule	
  già	
  differenziate	
  ma,	
  in	
  generale,	
  la	
  Staurosporina	
  provoca	
  il	
  restringimento	
  del	
  

corpo	
  cellulare	
  ed	
  una	
  rapida	
  degenerazione	
  del	
  neurite	
  con	
  attenuazione	
  e	
  retrazione	
  

dei	
  processi	
  neuronali	
  e	
  assonici,	
  caratteristiche	
  tipiche	
  della	
  neurotossicità.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Inoltre	
  dopo	
  circa	
  2	
  ore	
  di	
  trattamento	
  con	
  Staurosporina	
  molti	
  nuclei	
  delle	
  cellule	
  

SK-­‐N-­‐BE,	
  colorati	
  con	
  DAPI,	
  mostrano	
  la	
  frammentazione	
  nucleare	
  tipica	
  delle	
  fasi	
  finali	
  

dell’apoptosi	
  (Fig.	
  53).	
  	
  

	
  

	
  

Fig.	
   52:	
   A)	
   Cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
   trattate	
   con	
   STS	
   100nM	
  per	
   1h;	
   B)	
   Cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
  
differenziate	
  trattate	
  con	
  STS	
  100nM	
  per	
  1h;	
  C)	
  Cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
  trattate	
  con	
  STS	
  
300nM	
  per	
  1h.	
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È	
   stata	
   valutata	
   l’espressione	
   del	
   gene	
   HLXB9	
   mediante	
   Real	
   time	
   PCR	
   in	
   alcuni	
  

momenti	
   della	
   morte	
   cellulare	
   per	
   apoptosi	
   indotta	
   dalla	
   Staurosporina	
   a	
   varie	
  

concentrazioni	
  e	
  tempi	
  (Fig.	
  54).	
  

	
  

	
  

Effettuando	
  queste	
  analisi	
   di	
   espressione	
  è	
   risultato	
   interessante	
   il	
   dato	
  di	
  HLXB9	
  

sulle	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   proliferative	
   trattate	
   con	
   Staurosporina	
   300	
   nM	
   per	
   un’ora,	
   il	
  

quale	
  è	
  stato	
  poi	
  approfondito	
  trattando	
  le	
  cellule	
  con	
  la	
  stessa	
  concentrazione	
  di	
  STS	
  

ma	
  per	
  tempi	
  diversi,	
  venti	
  minuti,	
  un’ora	
  e	
  due	
  ore.	
  I	
  risultati	
  ottenuti	
  mostrano	
  che	
  

HLXB9	
  viene	
  espresso	
  già	
  nei	
  venti	
  minuti	
  di	
  trattamento,	
  raggiungendo	
  il	
  massimo	
  in	
  

un’ora	
  e	
  diminuendo	
  la	
  sua	
  espressione	
  alle	
  due	
  ore	
  di	
  trattamento	
  (Fig.	
  55).	
  

Fig.	
  54:	
  Elettroforesi	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  in	
  cui	
  sono	
  caricati	
  gli	
  amplificati	
  ottenuti	
  dalla	
  Real	
  
time	
   PCR	
   con	
   primer	
   per	
   HLXB9	
   (amplificato	
   di	
   205	
   bp)	
   su	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   proliferative	
   e	
  
differenziate	
   con	
   varie	
   concentrazioni	
   e	
   tempi	
   di	
   STS.	
   In	
   evidenza	
   il	
   risultato,	
   nella	
   quarta	
   line,	
  
delle	
  cellule	
  proliferative	
  trattate	
  con	
  	
  STS	
  300	
  nM.	
  

Fig.	
  53:	
  nuclei	
  in	
  apoptosi	
  di	
  
cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   trattate	
   con	
  
STS	
  100	
  nM	
  per	
  due	
  ore.	
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Inoltre	
   nelle	
   cellule	
   SK-­‐N-­‐BE	
   proliferative	
   trattate	
   con	
   Staurosporina	
   300	
   nM	
   per	
  

un’ora	
   è	
   stata	
   effettuata	
   la	
   localizzazione	
   intranucleare	
   del	
   gene	
   HLXB9,	
   mediante	
  

ibridazione	
  fluorescente	
  in	
  situ	
  con	
  sonda	
  RPCI-­‐5-­‐1121A15	
  che	
  contiene	
  l’intero	
  gene.	
  

La	
   localizzazione	
   ha	
   mostrato	
   come	
   HLXB9	
   modifichi	
   la	
   sua	
   posizione	
   intranucleare	
  

trovandosi	
   in	
   una	
   regione	
   periferica	
   nelle	
   stesse	
   cellule	
   senza	
   trattamento,	
   e	
  

spostandosi	
  poi	
   in	
  una	
  regione	
  più	
   interna	
  nel	
  nucleo	
  delle	
  cellule	
  trattate.	
  Mediante	
  

l’analisi	
   bidimensionale	
   dei	
   segnali	
   di	
   ibridazione	
  è	
   stato	
  possibile	
   infatti	
   calcolare	
   le	
  

mediane	
  dei	
  valori	
  di	
  localizzazione	
  ottenuti	
  su	
  tutti	
  i	
  nuclei	
  collezionati	
  e	
  appurare	
  che	
  

Fig.	
  55:	
  A)Plot	
  di	
  amplificazione	
  dell’esperimento	
  di	
  Real	
  time	
  PCR	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  e	
  di	
  un	
  gene	
  
di	
  controllo,	
  ACTB,	
  sulle	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
  trattate	
  con	
  STS	
  300nM	
  per	
  20’,	
  1h	
  e	
  2h;	
  B)	
  corsa	
  
elettroforetica	
  su	
  gel	
  d’agarosio	
  al	
  2%	
  degli	
  amplificati	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  ottenuti	
  dall’analisi	
  di	
  
espressione.	
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la	
  mediana	
  per	
   le	
  SK-­‐N-­‐BE	
  proliferative	
  trattate	
  con	
  Staurosporina	
  300	
  nM	
  è	
  di	
  0,604	
  

(locus	
  nella	
  regione	
  interna	
  del	
  nucleo)	
  rispetto	
  a	
  quella	
  delle	
  cellule	
  di	
  controllo	
  che	
  è	
  

pari	
  a	
  0,73	
  (locus	
  alla	
  periferia	
  nucleare).	
  

Questo	
  risultato	
  lascia	
  spazio	
  a	
  più	
  interpretazioni:	
  è	
  possibile	
  che	
  la	
  Staurosporina	
  

ad	
   alte	
   concentrazioni	
   attivi	
   dei	
   meccanismi	
   paragonabili	
   a	
   quelli	
   attuati	
   dall’acido	
  

retinoico	
  nelle	
  cellule	
   in	
  differenziamento	
  nel	
  momento	
   in	
  cui	
  viene	
  espresso	
  HLXB9.	
  

Oppure,	
   dato	
   che	
   in	
   letteratura	
   è	
   descritta	
   l’attivazione	
   delle	
   caspasi	
   e	
   l’induzione	
  

dell’apoptosi	
   anche	
   a	
   concentrazioni	
   di	
   Staurosporina	
   inferiori	
   a	
   50	
   nM,	
   potrebbe	
  

essere	
   ipotizzato	
   un	
   possibile	
   coinvolgimento	
   di	
   HLXB9	
   proprio	
   nel	
   processo	
  

apoptotico.	
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3.3	
  Il	
  gene	
  HLXB9	
  nelle	
  cellule	
  linfoblastoidi	
  dei	
  Primati	
  

	
  

La	
   localizzazione	
   intranucleare	
   del	
   gene	
   HLXB9	
   è	
   stata	
   rilevata	
   in	
   varie	
   linee	
  

linfoblastoidi	
  di	
  primati	
  non	
  umani.	
  Sono	
  state	
  effettuate	
  delle	
  ibridazioni	
  in	
  situ	
  con	
  la	
  

sonda	
  PAC	
  RPCI-­‐5-­‐1121A15	
  su	
  cellule	
  della	
  linea	
  linfoblastoide	
  delle	
  seguenti	
  specie:	
  

-­‐ Gorilla	
  gorilla	
  (GGO)	
  	
  

-­‐ Pan	
  troglodytes	
  (PTR)	
  	
  

-­‐ Macaca	
  mulatta	
  (MMU)	
  

-­‐ Presbytis	
  cristata	
  (PCR)	
  

-­‐ Pan	
  pygmaeus	
  (PPY)	
  	
  

Le	
   specie	
   GGO,	
   PTR,	
   PPY	
   appartengono	
   al	
   sottordine	
   degli	
   Hominoidea	
   a	
   cui	
  

appartiene	
   anche	
   l’uomo.	
   Le	
   specie	
   MMU	
   e	
   PCR	
   appartengono	
   invece	
   ai	
  

Cercopithecoidea,	
  dette	
  anche	
  scimmie	
  del	
  Vecchio	
  Mondo	
  (Fig.	
  56).	
  

Fig.	
  56:	
  Rapporti	
  filogenetici	
  delle	
  specie	
  utilizzate	
  nel	
  presente	
  studio.	
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Le	
   immagini	
   delle	
   metafasi	
   di	
   PPY,	
   MMU	
   e	
   PCR	
   ibridate	
   con	
   la	
   sonda	
   RPCI-­‐5-­‐

1121A15,	
  marcata	
  con	
  biotina	
  e	
  rilevata	
  con	
  avidina-­‐FITC,	
  sono	
  illustrate	
  in	
  figura	
  57.	
  I	
  

segnali	
  sono	
  entrambi	
  sul	
  telomero	
  del	
  cromosoma	
  7	
  come	
  avviene	
  nel	
  cromosoma	
  7	
  

umano	
  in	
  cui	
  il	
  gene	
  è	
  localizzato	
  nella	
  banda	
  7q36.3.	
  	
  

Inoltre	
  è	
  stata	
  valutata	
  la	
  localizzazione	
  intranucleare	
  del	
  gene	
  mediante	
  ibridazione	
  

in	
   situ	
   e	
   analisi	
   bidimensionale.	
   I	
   risultati	
   non	
   hanno	
   mostrato	
   cambiamenti	
   di	
  

localizzazione	
  significativi	
  rispetto	
  al	
  gene	
  umano,	
  in	
  quanto	
  i	
  segnali	
  corrispondenti	
  al	
  

gene	
  HLXB9,	
  nelle	
   tre	
   specie	
   considerate,	
   sono	
   tutti	
   localizzati	
  alla	
  periferia	
  nucleare	
  

con	
  una	
  mediana	
  maggiore	
  di	
  0,65	
  (Tabella	
  6).	
  

Fig.	
   57:	
   Metafasi	
   delle	
  
specie	
  PPY,	
  MMU	
  e	
  PCR	
  
ibridate	
   con	
   una	
   sonda	
  
contenente	
  l’intero	
  gene	
  
HLXB9	
   (segnale	
   verde).	
   I	
  
cromosomi	
   sono	
  
visualizzati	
   in	
   blu	
   grazie	
  
alla	
   colorazione	
   con	
  
DAPI.	
  

Fig.	
   57:	
   Metafasi	
   delle	
  
specie	
  PPY,	
  MMU	
  e	
  PCR	
  
ibridate	
   con	
   una	
   sonda	
  
contenente	
  l’intero	
  gene	
  
HLXB9 (segnale	
   verde).	
   I	
  
cromosomi	
   sono	
  
visualizzati	
   in	
   blu	
   grazie	
  
alla	
   colorazione	
   con
DAPI.
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Una	
  situazione	
  differente	
  si	
  è	
  verificata	
  con	
  le	
  cellule	
  di	
  GGO	
  e	
  con	
  le	
  cellule	
  di	
  PTR.	
  	
  

Nella	
  specie	
  Gorilla	
  gorilla	
  il	
  segnale	
  non	
  si	
  è	
  presentato	
  specifico	
  per	
  il	
  cromosoma	
  

7.	
  Le	
  metafasi	
  e	
  i	
  nuclei,	
  infatti,	
  possiedono	
  quattro	
  segnali	
  distinti,	
  due	
  sul	
  cromosoma	
  

7	
   e	
   due	
   su	
   un	
   cromosoma	
   appartenente	
   al	
   gruppo	
   A	
   (Fig.	
   58).	
   Di	
   conseguenza	
   la	
  

mediana	
  non	
  è	
  stata	
  calcolata.	
  

Infine	
   nella	
   specie	
   Pan	
   troglodytes	
   (PTR)	
   l’ibridazione	
   con	
   il	
   PAC	
   RPCI-­‐5-­‐1121A15	
  

mostra	
   un	
   unico	
   segnale	
   su	
   un	
   solo	
   cromosoma	
   7	
   (Fig.	
   59).	
   Tali	
   segnali	
   sono	
   stati	
  

raccolti	
  e	
  analizzati	
  ed	
   il	
   valore	
  di	
  mediana	
  è	
   risultato	
  essere	
  di	
  0,692,	
  quindi	
  ancora	
  

una	
  volta	
  periferico.	
  

	
  

Specie	
   HSA	
   PPY	
   MMU	
   PCR	
  

Mediana	
   >0,65	
   0,778	
   0,726	
   0,735	
  

Tabella	
  6:	
  Valori	
  di	
  mediana	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  nelle	
  specie	
  di	
  Primati	
  in	
  studio.	
  

Fig.	
   58:	
   Ibridazione	
   con	
   PAC	
   RPCI-­‐5-­‐
1121A15	
   su	
   cellule	
   linfoblastoidi	
   di	
  
Gorilla	
  gorilla.	
  A)Metafase	
  B)	
  Nucleo.	
  

Fig.	
   58:	
   Ibridazione	
   con	
   PAC	
   RPCI-­‐5-­‐
1121A15	
   su	
   cellule	
   linfoblastoidi	
   di	
  
Gorilla gorilla.	
  A)Metafase	
  B)	
  Nucleo.
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I	
  dati	
  ottenuti	
  con	
  le	
  cellule	
  linfoblastodi	
  delle	
  specie	
  di	
  Primati	
  non	
  umani	
  prese	
  in	
  

esame	
   ci	
   indicano	
   che	
   il	
   locus	
   di	
  HLXB9	
   è	
   quasi	
   sempre	
   localizzato	
   sul	
   telomero	
   del	
  

cromosoma	
  7	
  ed	
   inoltre	
  si	
   trova	
  alla	
  periferia	
  del	
  nucleo,	
   indicando	
   il	
  mantenimento	
  

della	
   posizione	
   intranucleare	
   linfocitaria	
   nel	
   corso	
   dell’evoluzione	
   e	
   un’assenza	
   di	
  

espressione	
  del	
  gene	
  che	
  trovandosi	
  alla	
  periferia	
  nucleare	
  non	
  sarà	
  trascritto.	
  

	
  

Fig.	
  59:	
  Ibridazione	
  con	
  PAC	
  RPCI-­‐
5-­‐1121A15	
   su	
   una	
   metafase	
   di	
  
cellule	
   linfoblastoidi	
   di	
   Pan	
  
troglodytes.	
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4.	
  Conclusioni	
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I	
   cromosomi	
   sono	
  posizionati	
   nel	
   nucleo	
   in	
   interfase	
   in	
  maniera	
  non	
   casuale:	
   essi	
  

presentano	
  una	
  distribuzione	
  radiale	
  dalla	
  periferia	
  all’interno	
  del	
  nucleo,	
  in	
  modo	
  tale	
  

da	
  avere	
  le	
  regioni	
  cromosomiche	
  più	
  ricche	
  in	
  AT	
  posizionate	
  nella	
  parte	
  più	
  periferica	
  

e	
   le	
   regioni	
   più	
   ricche	
   in	
   GC	
   nella	
   parte	
   più	
   interna	
   del	
   nucleo.	
   Alcune	
   situazioni	
  

patologiche	
   sono	
   associate	
   a	
   cromosomi	
   che	
   hanno	
   subito	
   una	
   modificazione	
   della	
  

loro	
  posizione	
   intranucleare	
  che	
   si	
   riflette	
   in	
  una	
  alterazione	
  dell’espressione	
  genica.	
  

L’organizzazione	
   della	
   cromatina,	
   infatti,	
   è	
   un	
   fattore	
   che	
   influenza	
   la	
   trascrizione	
  

genica	
   in	
   tutti	
   i	
   momenti	
   della	
   vita	
   di	
   una	
   cellula	
   e	
   in	
   particolar	
   modo	
   durante	
   il	
  

differenziamento	
  cellulare	
  che	
  prevede	
  un’attività	
  trascrizionale	
  finemente	
  regolata.	
  	
  

Infatti,	
  la	
  specificazione	
  dell’identità	
  cellulare	
  deriva	
  da	
  molti	
  fattori	
  che	
  impongono	
  

uno	
   specifico	
   profilo	
   trascrizionale	
   ai	
   progenitori	
   delle	
   varie	
   tipologie	
   cellulari,	
  

generando	
  così	
  il	
  loro	
  fenotipo	
  differenziato.	
  

Spesso	
  i	
  riarrangiamenti	
  cromosomici	
  che	
  caratterizzano	
  alcune	
  patologie	
  tumorali	
  

portano	
   alla	
   formazione	
   di	
   trascritti	
   anomali.	
   In	
   alcuni	
   casi,	
   invece,	
   i	
   riarrangiamenti	
  

cromosomici	
   sono	
   associati	
   ad	
   una	
   riorganizzazione	
   della	
   cromatina	
   che,	
  

determinando	
   un	
   riposizionamento	
   genico	
   all’interno	
   del	
   nucleo,	
   comporta	
   una	
   de-­‐

regolazione	
   dell’espressione	
   dei	
   geni	
   coinvolti;	
   infatti,	
   un	
   riposizionamento	
  

intranucleare	
  di	
  specifici	
  geni,	
  non	
  associato	
  a	
  mutazioni	
  della	
  sequenza	
  nucleotidica,	
  

può	
  modificarne	
  comunque	
  la	
  funzionalità.	
  

Nella	
   presente	
   tesi	
   è	
   stato	
   preso	
   in	
   considerazione	
   il	
   gene	
  HLXB9	
   per	
   valutare	
   gli	
  

effetti	
  della	
  sua	
  rilocalizzazione	
  a	
  livello	
  nucleare	
  in	
  cellule	
  ematopoietiche	
  tumorali	
  e	
  

non	
  e	
  in	
  cellule	
  neuronali	
  durante	
  varie	
  fasi	
  di	
  sviluppo	
  e	
  differenziamento.	
  

I	
   dati	
   ottenuti	
   indicano	
   che	
  esiste	
  una	
   correlazione	
   significativa	
   fra	
   i	
   cambiamenti	
  

della	
  posizione	
   intranucleare	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  e	
  quelli	
  dei	
  relativi	
   livelli	
  di	
  espressione	
  

genica.	
   Inoltre,	
  dall’analisi	
  dei	
   livelli	
  di	
  espressione	
  di	
  geni	
   regolati	
  da	
  HLXB9,	
  è	
   stato	
  

possibile	
  notare	
  che	
  l’azione	
  del	
  gene	
  sembra	
  essere	
  duplice	
  e	
  molto	
  diversa	
  a	
  seconda	
  

della	
  tipologia	
  cellulare	
  considerata.	
  Nelle	
  cellule	
  ematopoietiche	
  una	
  riattivazione	
  del	
  

gene	
  HLXB9,	
   normalmente	
   silente	
   nei	
   linfociti	
   differenziati,	
   sembra	
   essere	
   coinvolta	
  

nella	
  proliferazione	
  cellulare	
  che	
  caratterizza	
  alcune	
  tipologie	
  di	
  cellule	
  leucemiche	
  ma	
  

anche	
  i	
  blasti	
  linfocitari.	
  Nelle	
  cellule	
  di	
  neuroblastoma	
  SK-­‐N-­‐BE,	
  invece,	
  il	
  gene	
  HLXB9	
  

sembra	
  avere	
  un	
  ruolo	
  nell’arresto	
  della	
  proliferazione	
  cellulare,	
  essendo	
  espresso	
   in	
  



Conclusioni	
  

	
   139	
  

modo	
   specifico	
   nelle	
   fasi	
   iniziali	
   del	
   differenziamento	
   neuronale	
   indotto	
   da	
   acido	
  

retinoico.	
   Questa	
   specificità	
   potrebbe	
   fare	
   di	
   HLXB9	
   un	
   marcatore	
   ottimale	
   per	
  

evidenziare	
  le	
  prime	
  fasi	
  di	
  differenziamento	
  di	
  una	
  cellula	
  nervosa	
  non	
  ancora	
  matura.	
  

La	
  diversa	
  azione	
  del	
  gene	
  HLXB9	
  riscontrata	
  nelle	
  tipologie	
  cellulari	
  prese	
  in	
  esame	
  

potrebbe	
  essere	
  spiegata	
  dai	
   target	
  su	
  cui	
   il	
   fattore	
  di	
   trascrizione	
  HB9	
  agisce:	
  per	
   le	
  

cellule	
   ematopoietiche	
   è	
   stato	
   individuato	
   il	
   gene	
   PTGER2	
   come	
   possibile	
   bersaglio,	
  

situazione	
  che	
  non	
  è	
  stata	
  riscontrata	
  nelle	
  cellule	
  SK-­‐N-­‐BE	
  differenziate.	
  	
  

La	
  possibilità	
  di	
  utilizzare	
  le	
  linee	
  cellulari	
  in	
  vitro	
  ha	
  rappresentato	
  in	
  questo	
  lavoro	
  

un	
   grande	
   vantaggio	
   per	
   studiare	
   il	
   processo	
   di	
   differenziamento	
   ma	
   anche	
   la	
  

riorganizzazione	
  della	
  cromatina	
  e	
  l’alterata	
  differenziazione	
  cellulare	
  che	
  caratterizza	
  

certe	
  patologie	
  tumorali.	
  Inoltre,	
  avere	
  a	
  disposizione	
  un	
  modello	
  di	
  sviluppo	
  nervoso	
  

in	
  vitro	
  ha	
  permesso	
  di	
  valutare	
  i	
  cambiamenti	
  di	
  localizzazione	
  intranucleare	
  e	
  i	
  livelli	
  

di	
  espressione	
  di	
  HLXB9	
  in	
  molti	
  stadi	
  del	
  differenziamento	
  e,	
  per	
  ultimo,	
  nell’apoptosi	
  

indotta	
   da	
   Staurosporina.	
   Il	
   suddetto	
  modello	
   cellulare	
   in	
   vitro	
   (cellule	
   replicative	
   >	
  

cellule	
  differenziate	
  >	
  cellule	
  apoptotiche)	
  può	
  rappresentare	
  un	
  valido	
  strumento	
  per	
  

valutare	
   l’espressione	
   di	
   qualsiasi	
   gene	
   implicato	
   nello	
   sviluppo	
   dei	
   neuroni	
   e	
   di	
  

valutarne	
   la	
   correlazione	
   con	
   la	
   riorganizzazione	
   cromatinica.	
   Inoltre,	
   assimilando	
   gli	
  

stress	
   ossidativi	
   provocati	
   dalla	
   sostanza	
   apoptogenica	
   Staurosporina,	
   utilizzata	
   in	
  

questa	
   ricerca,	
   a	
   quelli	
   presenti	
   in	
   diverse	
   malattie	
   neuro-­‐degenerative	
   come	
  

Alzheimer	
   o	
   morbo	
   di	
   Parkinson	
   potrebbe	
   essere	
   vantaggioso	
   saggiare	
   molecole	
  

farmacologiche	
  in	
  grado	
  di	
  arrestare	
  o	
  di	
  migliorare	
  i	
  danni	
  provocati	
  dalla	
  sostanza.	
  	
  

Infine	
  i	
  dati	
  di	
  localizzazione	
  intranucleare	
  di	
  HLXB9	
  ottenuti	
  sulle	
  linee	
  linfoblastoidi	
  

di	
  Primati	
  non	
  umani	
  ci	
   indicano	
  che	
   il	
  gene	
  ha	
  mantenuto	
   la	
  sua	
   localizzazione	
  sia	
  a	
  

livello	
   cromosomico,	
   mantenendosi	
   sul	
   telomero	
   del	
   cromosoma	
   7,	
   sia	
   a	
   livello	
  

intranucleare	
   mantenendo	
   una	
   posizione	
   costante	
   alla	
   periferia	
   del	
   nucleo.	
   Questo	
  

evidenzia	
   indirettamente	
   come	
   anche	
   la	
   funzione	
   della	
   proteina	
   HB9	
   codificata	
   dal	
  

gene	
  HLXB9	
  sia	
  evolutivamente	
  conservata.	
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