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INTRODUZIONE 

 

La leucemia è un tumore maligno causato dalla proliferazione incontrollata di 

alcuni precursori di cellule del sangue. Tale patologia è la conseguenza di gravi 

alterazioni dei meccanismi che regolano i processi di produzione e di maturazione delle 

cellule emopoietiche, che frequentemente rimangono in uno stato più o meno  

immaturo, senza raggiungere né la morfologia né la funzione delle cellule normali.  

Le leucemie possono essere suddivise in due grandi gruppi in relazione al tipo di cellule 

interessate alla trasformazione tumorale: leucemie mieloidi, che colpiscono globuli 

rossi, leucociti e piastrine e leucemie linfoidi, che coinvolgono cellule localizzate nei 

linfonodi e nella milza (linfociti e plasmacellule). 

Dal punto di vista clinico, si possono distinguere forme acute, caratterizzate da un 

decorso rapido, che coinvolgono principalmente cellule solo minimamente differenziate 

e che per tale motivo non possono assolvere alle loro normali funzioni, e forme croniche 

ad evoluzione lenta dove si ha la proliferazione di cellule ad uno stadio maturativo 

superiore, in grado così di assolvere in parte alle loro normali funzioni (Castoldi et al., 

2001). 

La proliferazione rapida ed invasiva delle cellule tumorali nel midollo osseo fa sì che 

non vengano più prodotti in numero sufficiente globuli rossi, piastrine e globuli bianchi, 

con effetti clinici quali anemia, emorragie ed aumentata suscettibilità alle infezioni. 

Poiché le cellule leucemiche circolano attraverso il sangue ed il sistema linfatico, esse 

possono infiltrare organi essenziali per la sopravvivenza come polmoni, reni e fegato, il 

cui funzionamento viene compromesso (Castoldi et al., 2001). 

In diverse patologie ematologiche, tra cui alcuni tipi di leucemie acute e linfomi, il 

mancato differenziamento cellulare, che deriva generalmente da alterazioni geniche che 

facilitano e/o inducono la proliferazione cellulare. Finora sono state rinvenute anomalie 

cromosomiche nel 60-65% delle leucemie acute, per lo più rappresentate da 

traslocazioni e, più raramente, da inversioni cromosomiche, che nella maggior parte dei 

casi coinvolgono geni che codificano per fattori di trascrizione. Ciò che ne consegue è 

la formazione di proteine di fusione che svolgono un ruolo chiave nel determinare lo 

sviluppo della malattia ed esplicano una azione di inibizione del differenziamento 

cellulare. Altre anomalie geniche, quali mutazioni di geni per recettori di fattori di 
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crescita e per i cosiddetti “tumor suppressors”, conferiscono un vantaggio proliferativo 

alle cellule leucemiche (Castoldi et al., 2001). 

In numerose patologie ematologiche il fenotipo tumorale può essere abrogato in 

seguito all’utilizzo di agenti terapeutici, quali biomodulatori (fattori di crescita, TGFβ, 

vitamina D, interferoni, retinoidi), nucleotidi ciclici e sostanze chimiche (DMSO, TPA). 

Tali agonisti possono indurre le cellule leucemiche a morte programmata (apoptosi), e/o 

promuoverne il differenziamento, mantenendo la cellula vitale e spingendola verso una 

completa maturità morfologica e funzionale. In quest’ultimo caso, mediante uno specifico 

stimolo vengono riattivati o spenti meccanismi regolatori in grado di permettere la 

fuoriuscita delle cellule dal pool proliferativo e di ripristinarne il normale processo 

differenziativo. La leucemia mieloide acuta (AML) è il tipo più frequente (incidenza del 

30%) e più aggressivo di leucemia. Nel 2003 sono stati diagnosticati negli USA all’incirca 

10.500 nuovi casi di AML, corrispondenti a circa 2,7 casi su 100.000 individui.  

In Italia, l’ultimo rapporto del Registro Tumori, risalente al 2006, riporta come nel 

periodo 1998-2002 la AML sia risultata la seconda leucemia in termini di frequenza 

dopo la leucemia linfatica cronica (26,4% del totale). Nello stesso periodo sono stati 

diagnosticati in media ogni anno 4,4 casi di AML ogni 100.000 uomini e 3,4 ogni 

100.000 donne. Per quanto riguarda la mortalità, nel 2002 in Italia si sono verificati 

1.383 decessi per leucemie mieloidi (acute e croniche) fra i maschi e 1.203 decessi fra 

le femmine  (Associazione Italiana Registri Tumori, AIRT, 2006). 

L’ultimo rapporto AIRT per i tumori infantili, risalente al 2008, riporta che il tasso di 

incidenza di AML standardizzato per età sulla popolazione italiana è di 8,4 casi per 

milione di bambini. Il rischio cumulativo fino a 14 anni di età di sviluppare una AML è 

0,13 per mille e l’incidenza è simile nei due sessi, essendo per i maschi di 8,9 e per le 

femmine di 8,1 casi per milione/anno. L’incidenza di AML non presenta differenze 

significative tra le diverse classi di età infantile, ma presenta differenze tra le aree 

geografiche: è più elevata nel Nord (tasso di incidenza 9,2 casi per milione/anno) e 

minima al Centro (tasso di incidenza 6,4 casi per milione/anno). I registri del Sud 

presentano un tasso intermedio (tasso di incidenza 8,3 casi per milione/anno).  

La prognosi dei bambini affetti da AML ha mostrato nel corso dello studio un 

miglioramento statisticamente significativo. Per i casi diagnosticati nel 1998-2002, la 

sopravvivenza cumulativa a 5 anni è stata, infatti complessivamente del 68,2%, mentre 

per i casi diagnosticati nel primo periodo in studio (1993-97) era stata 39,7% 

(Associazione Italiana Registri Tumori,  AIRT, 2008). 
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L’incidenza della AML aumenta con l’età e dopo i 55-60 anni cresce esponenzialmente, 

parallelamente al fatto che la patologia modifica le sue caratteristiche, diventando meno 

responsiva ai trattamenti (Douer, 2003).  

Le leucemie mieloidi acute costituiscono un gruppo eterogeneo di malattie caratterizzate 

dall’espansione di blasti bloccati a vari stadi di maturazione lungo le diverse filiere 

mieloidi. In base al livello di differenziamento cellulare raggiunto, il gruppo Franco-

Americano-Britannico (FAB) ha classificato queste leucemie in 8 gruppi: 

M0: leucemia mieloblastica acuta indifferenziata (incidenza del 3%); 

M1: leucemia mieloblastica acuta con differenziazione minima (incidenza del 15-20%); 

M2: leucemia mieloblastica acuta con differenziazione (incidenza del 25-30%); 

M3: leucemia promielocitica acuta (incidenza del 5-20%); 

M4: leucemia mielomonocitica acuta (incidenza del 20%); 

M5: leucemia monocitica acuta (incidenza del 10-20%); 

M6: eritroleucemia acuta (incidenza del 5%); 

M7: leucemia megacarioblastica acuta (incidenza del 3-12%). 

 
 
 
La leucemia promielocitica acuta  
 

La leucemia promielocitica acuta (APL) è uno dei sottotipi di AML più caratteristici 

dal punto di vista morfologico, clinico e citogenetico. Si tratta di una patologia a rapida 

progressione, caratterizzata dall’abnorme accumulo nel sangue di cellule della serie 

bianca bloccate allo stadio maturativo di promielociti. 

I blasti APL si presentano morfologicamente come promielociti anomali caratterizzati a 

livello morfologico da nuclei reniformi o bilobati, con un citoplasma ricco di voluminosi 

granuli azzurrofili disposti in file lineari (Auer rods) (Liso et al., 2003). Le proteasi 

contenute nei granuli sono in grado di causare una diffusa coagulopatia intravascolare e 

un’abbondante fibrinolisi, alcuni dei sintomi con cui si manifesta l’insorgenza della 

malattia, nonché causa più frequente di morte. L’APL è infatti caratterizzata da 

ipofibrinogenemia, variabile deplezione dei fattori di coagulazione, elevati livelli di 

prodotti di degradazione della fibrina e da un accelerato consumo di piastrine (Cassinat 

et al., 2001).  

Oltre che per l’aspetto citogenetico, morfologico e clinico, le cellule leucemiche APL-

derivate sono facilmente riconoscibili da un punto di vista fenotipico in quanto 
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presentano sulla loro superficie un corredo di antigeni che le caratterizza e che 

rappresenta, quindi, un rapido e sicuro metodo per la diagnosi della patologia. Come i 

normali promielociti, i blasti leucemici esprimono una grande quantità di CD117, ma 

sono caratterizzati da una scarsa o assente espressione di HLA-DR e delle subunità 

integriniche CD11a e CD18. Presentano inoltre altre caratteristiche tipiche di cellule 

dotate di capacità adesiva, tra cui una bassa espressione di CD65, una diversa 

reattività verso gli anticorpi diretti contro l’antigene CD15 e la sua forma sialilata e una 

debole espressione dell’antigene CD38 (Paietta, 2003). 

I dati epidemiologici mostrano differenze tra l’APL e gli altri sottotipi di AML per 

quanto riguarda la loro correlazione con l’età. Infatti, mentre la frequenza delle leucemie 

mieloidi acute aumenta proporzionalmente fino a 55 anni dopodichè aumenta 

esponenzialmente, l’incidenza dell’APL è molto bassa nei bambini di età inferiore ai 10 

anni, aumenta durante gli anni dell’adolescenza, arriva a ”plateau” nell’età adulta e 

rimane costante fino a quando non decresce dopo i 60 anni. Sebbene la maggior parte 

dei casi di APL è diagnosticata tra i 20 e i 50 anni, le caratteristiche genetiche tipiche 

dell’APL sono state documentate già nei neonati, suggerendo che le aberrazioni 

cromosomiche responsabili della neoplasia possono instaurarsi già durante lo sviluppo 

ematopoietico in utero (Ribeiro et al., 2006).  

Stando ai dati forniti da diversi trials clinici applicati in America ed in Europa, il 5-13% 

degli individui con leucemia mieloide acuta sono affetti da APL.  

La più alta incidenza di APL si riscontra nei paesi dell’America Latina, dove tale 

patologia rappresenta il 30% delle leucemie acute non linfoblastiche. Tale fenomeno 

non ha una spiegazione chiara e può essere imputabile ad una predisposizione 

genetica così come a fattori ambientali. Alternativamente, si ritiene che l’APL in soggetti 

latino-americani sia una forma distinta da quella presente nelle altre popolazioni, come 

dimostra la presenza di riarrangiamenti cromosomici diversi che coinvolgono il gene che 

codifica per la proteina PML, coinvolta nell’insorgenza dell’APL (Ribeiro et al., 2006). 

Nel sud dell’Europa (Italia, Spagna, Portogallo) si riscontra un’incidenza maggiore (15-

20%) rispetto all’Europa centrale (7% in Germania), con una incidenza media di 2-3 

nuovi casi per milione di abitanti ogni anno (Degos et al., 2001).  

In Italia si diagnosticano 100 nuovi casi all’anno con una incidenza di circa 0,6 casi per 

un milione di individui, considerando pazienti oltre i 15 anni di età (Douer, 2003). 

Mentre l’incidenza delle AML è in generale maggiore nel sesso maschile, l’APL 

presenta la tendenza ad una maggior frequenza nelle donne. Si è ipotizzato che tale 
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fenomeno dipenda dal fatto che gli estrogeni ed i recettori per i retinoidi appartengono 

alla stessa superfamiglia ed entrambi possono formare eterodimeri con il recettore 

nucleare RXR. E’ stato ipotizzato che nell’APL, il recettore aberrante PML/RARα possa 

legarsi a RXR, diminuendone così la disponibilità, e che nel determinare tale 

associazione possano essere coinvolti gli estrogeni.  

Sono stati registrati anche casi di APL durante la gravidanza. Si tratta di un fenomeno 

comunque raro e l’incidenza è stimata essere 1 caso ogni 75.000-100.000 gravidanze 

(Park et al., 2009). 

Il 98% dei casi di APL è caratterizzato da uno specifico riarrangiamento genico che 

consiste nella traslocazione bilanciata e reciproca tra i cromosomi 15 e 17 (t(15;17)), 

con punti di rottura a livello della sequenza codificante per il recettore dell’acido 

retinoico sul cromosoma 17 e della sequenza codificante per la fosfoproteina PML sul 

cromosoma 15. Il gene di fusione che ne risulta (Fig. 1) codifica per la proteina di 

fusione PML/RARα (Kogan et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nonostante il meccanismo non sia ancora del tutto noto, si ritiene che la tendenza alla 

traslocazione tra i cromosomi 15 e 17 sia dovuta alla loro vicinanza nella cromatina di 

precursori ematopoietici e all’identità di sequenza che i geni per PML e RARα mostrano 

nei punti di rottura (Neves et al., 1999).  

RARα è un recettore nucleare facente parte della famiglia dei RARs (Retinoic Acid 

Receptors), proteine appartenenti alla superfamiglia di fattori di trascrizione 

Figura 1. La traslocazione reciproca e bilanciata t(15;17) origina il gene di fusione PML/RARα. 
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comprendente anche i recettori per gli ormoni steroidei e tiroidei. RARα è un fattore di 

trascrizione ligando dipendente che agisce interagendo con specifici elementi di 

risposta (RAREs) situati nella regione del promotore dei geni interessati (Wang et al., 

2008). La famiglia dei RARs comprende due classi di recettori: RARs (retinoic acid 

receptors) e RXRs (retinoid X receptors), entrambi presenti nelle tre isoforme α, β e γ. 

Ogni isoforma può controllare l’espressione di specifici geni e manifesta una diversa 

sensibilità all’acido retinoico, un derivato della vitamina A. E' stato infatti dimostrato che 

il fattore di trascrizione ligando-dipendente RARα è stimolato dall’acido tutto trans 

retinoico (ATRA), mentre RXRα risponde sia all’ATRA che all’acido 9-cis retinoico 

(James et al., 1999). 

La fosfoproteina PML è localizzata sia nel nucleo che nel citoplasma, ma una sua 

elevata espressione si osserva in un complesso multiproteico chiamato “PML nuclear 

body”, che è coinvolto nel folding della cromatina. La distruzione di tale complesso 

potrebbe essere un passaggio importante nello sviluppo della APL (Jensen et al., 

2001). PML è inoltre implicata nella soppressione della crescita e nella trasformazione 

delle cellule neoplastiche, oltre ad essere coinvolta nell’innesco della via apoptotica 

p53-dipendente e nella regolazione dell’espressione genica.  

La proteina di fusione PML/RARα interferisce negativamente nell’attività di 

soppressione della crescita delle cellule tumorali, permettendo la moltiplicazione dei 

promielociti immaturi (Fig. 2). 

 

Figura 2. Blocco del processo differenziativo indotto dalla proteina di fusione PML/RARα. 
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In particolare, la proteina chimerica si comporta da repressore trascrizionale di geni 

target del recettore dell’acido retinoico. Brevemente, 3 regioni del locus  PML possono 

essere coinvolte nella traslocazione t(15;17). Queste regioni sono definite “breakpoint 

cluster regions” (bcr) e si localizzano nell’introne 6 (bcr1), nell’esone 6 (bcr2) e 

nell’introne 3 (bcr3). I punti di rottura nel locus RARα si localizzano sempre nell’introne 

2, che è lungo 17 kb. Di conseguenza, esistono tre possibili isoforme di PML/RARα 

definite “long” (L o bcr1), “variant” (V o bcr2) e “short” (S o bcr3) (Park et al., 2009). 

Un numero limitato di casi di leucemia promielocitica acuta è caratterizzato da 

anomalie cromosomiche che coinvolgono geni diversi da PML. In particolare, nello 0,8% 

dei pazienti affetti da APL si individua la traslocazione t(11;17), che coinvolge il gene 

che codifica per PLZF (promyelocytic leukaemia zinc finger) generando la proteina di 

fusione PLZF/RARα. In questo tipo di APL si riscontra una totale non responsività al 

trattamento con ATRA, che dimostra come il partner di RARα nella proteina di fusione 

giochi un ruolo fondamentale nel determinare le caratteristiche della malattia (Kogan et 

al., 1999). Come la proteina di fusione contenente PML, PLZF/RARα può inibire lo 

sviluppo cellulare, probabilmente attraverso il legame a promotori, contrastando 

l’espressione di regolatori del ciclo cellulare (Sirulnik et al., 2003).  

Un piccolo numero di casi di APL presenta altre traslocazioni cromosomiche, quali 

t(11;17)(q13;q21) e t(5;17)(q35;q21), che comportano la fusione di RARα con i geni che 

codificano per le proteine NuMA (nuclear mitotic apparatus protein) e NPM 

(nucleophosmin), rispettivamente (Mistry et al., 2003). 

 

 

Trattamento dei pazienti con APL  

La cura dei disordini iperproliferativi delle cellule ematopoietiche si è basata per 

lungo tempo sull’utilizzo di chemioterapici, farmaci ad azione citotossica in grado di 

contrastare la proliferazione e l’invasività delle cellule neoplastiche. La chemioterapia 

prevedeva inizialmente il trattamento con daunorubicina e si basa attualmente sul 

trattamento combinato di una antraciclina (daunorubicina, idarubicina o altro) con la 

citosina arabinoside (Ara-C) (Wang et al., 2008). Se da un lato queste sostanze portano 

alla distruzione delle cellule tumorali, dall’altro esplicano un’azione cito-distruttiva per le 

cellule normali, tanto che a distanza di tempo possono presentarsi effetti collaterali 

anche di notevole gravità, quali sterilità, tumori secondari e deficit intellettivi.  
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Trattamento differenziante con ATRA  

Da circa 20 anni il trattamento della APL si avvale di una strategia alternativa 

all’utilizzo dei chemioterapici: la terapia del differenziamento. Poiché il risultato della 

malattia è l’accumulo di cellule indifferenziate e non funzionali, questa permette di 

ripristinare la funzionalità delle cellule tumorali senza danneggiare le cellule sane. In 

tale contesto si inserisce una delle più importanti caratteristiche dell’APL, ossia l’elevata 

responsività delle cellule immature all’ATRA, un derivato della vitamina A, che 

costituisce dal 1986 il trattamento di elezione di questa forma di leucemia. L’impiego 

dell’ATRA è legato alla sua capacità di inibire la proliferazione cellulare e, 

contemporaneamente, di rimuovere il blocco maturativo dei  promielociti inducendone il 

differenziamento (Kogan et al., 1999) (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ATRA svolge un ruolo essenziale in importanti processi fisiologici quali 

proliferazione e differenziamento cellulare, intervenendo in particolare nella regolazione 

dell’embriogenesi (Blaner et al., 2007), nel meccanismo della visione (Golczak et al., 

2008) e nella riproduzione (Bowles et al., 2007). La scoperta, avvenuta all’inizio degli 

anni ‘80, che l’ATRA è in grado di interagire con la proteina chimerica PML/RARα 
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Figura 3. Rimozione del blocco differenziativo dei promielociti leucemici  APL-derivati ad opera dell’ ATRA. 
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senza interferire con la funzione delle cellule ematiche normali, è stata la chiave dello 

sviluppo di una nuova strategia terapeutica nel trattamento della leucemia 

promielocitica acuta. 

Nelle prime fasi di trattamento con ATRA, l’agonista fu somministrato a pazienti affetti 

da APL in prima diagnosi o che manifestavano ricaduta dopo uno o più cicli di 

chemioterapia. Il trattamento indusse una remissione completa nel 90% dei pazienti, ma 

nonostante questo apparente successo, invariabilmente tutti i pazienti trattati con solo 

ATRA andarono incontro a ricaduta. Questi primi studi sono serviti a stabilire che 

l’ATRA è efficace nell’indurre la remissione dell’APL ma che tale evento è di breve 

durata poiché la patologia, di solito, si ripresenta entro sei mesi dalla fine del 

trattamento ed inoltre la resistenza all’agonista si sviluppa rapidamente (Tallman et al., 

2002; Avvisati et al., 2003). Dopo la ricaduta, infatti, i pazienti manifestano refrattarietà 

al trattamento per un periodo variabile tra i sei e i dodici mesi, dopo i quali è possibile 

riprendere la cura. Inoltre, il 15-25% dei pazienti sottoposti alla terapia con solo ATRA 

va incontro, entro i primi 10 giorni dal trattamento con l’agente differenziante, ad una 

patologia definita “Sindrome da ATRA” (RAS), una sindrome cardio-respiratoria 

caratterizzata da febbre, dispnea, infiltrati polmonari, effusioni pleurali e pericardiali, 

fenomeni episodici di ipotensione e danno renale acuto (Datta et al., 2003). La 

patogenesi non è ancora completamente nota ma nel corso della RAS si osserva il 

fenomeno dell’infiltrazione tissutale, durante il quale precursori mieloidi e granulociti 

maturi infiltrano diversi organi in seguito ad una modifica delle loro capacità adesive e 

della produzione di citochine, indotte dal trattamento con ATRA (Larson et al., 2003). 

Per prevenire o ridurre gli effetti tossici e le ricadute a cui erano soggetti i pazienti 

con APL sottoposti a terapie a base di retinoidi è stata successivamente impostata una 

seconda fase sperimentale che prevedeva la riduzione del dosaggio giornaliero di 

ATRA e la sua combinazione con i classici chemioterapici (Sanz et al., 2003).  

La conclusione di questi studi ha portato ad ottimizzare l’efficacia del trattamento, che 

attualmente prevede la somministrazione di ATRA, antracicline (idarubicina, 

daunorubicina, mitoxantrone o homoarringtonine) e Ara-C per l’induzione alla 

remissione, due cicli di chemioterapia per il consolidamento e, come terapia di 

mantenimento, ATRA in combinazione con basse dosi di chemioterapici (Tallmann, 

2007; Wang et al., 2008). In tali condizioni, l'agonista è in grado di restaurare la 

funzione normale dei blasti APL e indurre la remissione in più del 90% dei pazienti 

affetti da questo tipo di leucemia. Sfortunatamente, anche in questo caso, un numero 
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sempre maggiore di pazienti trattati con successo e che dimostrano una remissione va 

incontro a ricaduta a distanza variabile dalla fine del trattamento. Inoltre, dopo un 

numero non prestabilito di cicli di somministrazione, così come era già emerso dai primi 

studi, un significativo numero di pazienti trattati con ATRA e chemioterapici sviluppa 

resistenza alle successive somministrazioni dell’agente differenziante (resistenza 

secondaria) e deve essere pertanto sottoposto a terapie alternative (De la Serna et al., 

2008) .  

Generalmente, la resistenza all’ATRA può essere definita come l’impossibilità di 

raggiungere o sostenere la remissione ematologica completa da parte dei pazienti con 

APL in seguito a terapie basate sull’utilizzo di questo agonista. Si parla di resistenza 

primaria quando i pazienti, sebbene non siano mai stati sottoposti a precedenti terapie 

anti-leucemia, non mostrano di essere responsivi al trattamento con ATRA. Una 

percentuale ridotta (1%) di pazienti mostra tale refrattarietà, la cui causa sembra essere 

legata ad una variante aberrante della chimera PML/RARα (Gu et al., 2002).  

Per resistenza secondaria si intende una resistenza acquisita, che è estremamente 

comune in pazienti trattati continuativamente con ATRA. Sebbene l’incidenza dei casi di 

resistenza secondaria sia diminuito grazie all’utilizzo combinato dell’agente 

differenziante e chemioterapici, una quota consistente di pazienti ricade dopo la 

remissione completa ottenuta e consolidata con regimi contenuti di ATRA (Quezada et 

al., 2008).  

Dal momento che il differenziamento di cellule APL-derivate dipende principalmente dal 

trasporto di una quantità sufficiente di ATRA al recettore nucleare RARα in grado di 

modulare l’attività trascrizionale dei geni target, si ritiene che la resistenza secondaria 

possa svilupparsi principalmente in due modi: limitando l’accesso dell’ATRA ai suoi 

recettori (Gallagher, 2002) o in seguito ad aberrazioni dei recettori stessi e dei co-fattori 

necessari ad attivare specifici geni target (Miller, 2002; Avvisati et al., 2003).  

Attualmente sono in corso studi su linee cellulari ottenute da pazienti resistenti al 

trattamento con ATRA per sviluppare terapie alternative. E’ stato ad esempio studiato 

l’effetto antiproliferativo e pro-apoptotico del retinoide IIF (6-OH-11-O-

hydroxyphenantrene), derivato dell’acido retinoico e ligando dei recettori RXR. I dati 

ottenuti hanno dimostrato che tale sostanza sopprime la proliferazione cellulare e 

induce l’apoptosi e che somministrando contemporaneamente IIF e acido valproico 

(VPA), l’inibitore dell’istone deacetilasi, gli effetti antiproliferativo e pro-apoptotico del 

retinoide si accentuano (Bartolini et al., 2008). 
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Trattamento con Triossido d’Arsenico  

A partire dai primi anni ‘90 è stato osservato che l’As2O3 risultava molto efficace 

nella terapia di pazienti che manifestavano refrattarietà o che avevano sviluppato 

resistenza in seguito a trattamento con ATRA. Attualmente, il trattamento con As2O3 

rappresenta la terapia di scelta da applicare a pazienti APL ricaduti o refrattari sui quali 

è in grado di indurre una remissione della patologia nell’80-90% dei casi (Tallman, 

2007). Poiché anche in questo caso la remissione non è completa, è previsto, per 

questi pazienti come per quelli trattati con solo ATRA, il trapianto di cellule staminali 

ematopoietiche (Tallman et al., 2008). 

L’efficacia clinica dell’As2O3 ha fortemente stimolato l’attività di ricerca finalizzata alla 

comprensione del meccanismo tramite cui questa sostanza agisce. Nonostante 

numerose questioni rimangano tuttora aperte, i dati dimostrano che As2O3 possiede una 

doppia attività dipendente dalla sua concentrazione: da un lato induce un parziale 

differenziamento dei blasti APL e dall’altro innesca un meccanismo apoptotico 

causando la morte delle cellule leucemiche (Tallman, 2008; Wang et al., 2008). 

Evidenze sperimentali hanno dimostrato che l’effetto pro-apoptotico è mediato da 

modifiche del contesto biochimico intracellulare, tra cui l’aumento di specie reattive 

dell’ossigeno, il rilascio di citocromo C e l’attivazione di diverse caspasi (Miller et al., 

2002; Slack et al., 2002). 

A basse concentrazioni, l’As2O3 può indurre blasti APL a differenziare parzialmente 

lungo la filiera granulocitaria. Il meccanismo attraverso il quale tale composto porta al 

differenziamento non è noto anche se è per lo più attribuibile alla degradazione di 

PML/RARα. Diversamente da quanto si verifica con l’ATRA, la degradazione della 

chimera non coinvolge RARα, ma prevede una modificazione di PML ad opera di 

Sumo-1, molecola che ne permette la specifica degradazione proteosomale (Miller et 

al., 2002).  

Da studi condotti su un modello di APL costituito da blasti leucemici ottenuti da topi 

transgenici esprimenti PML/RARα è emersa una sinergia d’azione tra As2O3 ed ATRA 

nell’indurre il differenziamento granulocitario (Lallemand-Breitenbach et al., 1999). Il 

trattamento simultaneo con ATRA e As2O3 induce inoltre la remissione in un tempo 

minore rispetto al trattamento con solo ATRA e la combinazione dei due agonisti può 

indurre la remissione della patologia in pazienti ricaduti che presentano resistenza ad 

entrambi gli agenti differenzianti somministrati singolarmente (Wang et al., 2008).  
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Terapie alternative al trattamento differenziante 

I pazienti con APL che non rispondono positivamente alla somministrazione di 

ATRA e/o As2O3 vengono sottoposti a trattamenti alternativi alla terapia del 

differenziamento (Tallman et al., 2007). Tali approcci prevedono, ad esempio, l’utilizzo 

di un anticorpo monoclonale caliceamicina-coniugato (Gemtuzumab Ozogamicin, GO) 

diretto contro il CD33, un antigene di superficie ampiamente espresso in cellule 

leucemiche. Il riconoscimento del CD33 ad opera del GO risulta nella sua 

internalizzazione e nel rilascio idrolitico della caliceamicina che, a sua volta, causa un 

danno irreversibile al DNA e la morte cellulare (Walter et al., 2005).  

Diverse sono le ragioni dell’efficacia di questo trattamento: innanzitutto l’antigene CD33 

è espresso nel 100% dei casi di APL, la caliceamicina appartiene alla famiglia delle 

antracicline, un gruppo di agenti chemioterapici altamente efficaci nel trattamento 

dell’APL, e, infine, i blasti APL mancano della glicoproteina 170, responsabile della 

resistenza a sostanze chemioterapiche (Lo Coco et al., 2006; Wang et al., 2008).  

GO è stato utilizzato con successo in combinazione con l’ATRA in pazienti affetti da 

APL non ancora trattata e, come singolo agente, dopo recidiva o in anziani che 

presentano la malattia ad uno stadio avanzato e che non sono quindi trattabili con 

chemioterapici (Ravandi et al., 2008). 

Numerosi studi sono attualmente in corso per valutare l’efficacia di nuove sostanze 

nel trattamento della APL, quali gli inibitori del recettore tirosina chinasico di tipo 3 

codificato dal gene FLT3, coinvolto nella proliferazione e nel differenziamento delle 

normali cellule staminali ematopoietiche. Studi su modelli murini hanno evidenziato una 

rapida regressione dell’APL in topi leucemici in seguito al trattamento combinato con il 

chemioterapico e SU11657, l’inibitore specifico di FLT3  (Lee et al., 2007). 

 

 

Fattori prognostici nella terapia dell’APL 

Attualmente, il maggior problema per i pazienti affetti da APL è l’identificazione, tra 

coloro che presentano recidiva, di quelli che continuano a reagire positivamente 

all’ATRA rispetto a coloro che invece perdono responsività al trattamento. Il primo 

gruppo può infatti continuare la cura con l’agente differenziante, mentre il secondo 

dovrà beneficiare di terapie alternative, come la somministrazione di As2O3 o di 

intensive dosi di chemioterapici.  
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Al momento, pochi metodi sono disponibili per prevedere l’eventuale comparsa di  

resistenza o una futura ricaduta della malattia. Attualmente, la conta dei globuli bianchi 

al presentarsi della malattia risulta essere il più importante fattore prognostico. Il 100% 

dei pazienti è considerato libero da ricaduta a 5 anni se ha una conta leucocitaria 

minore o uguale a 10x109/L associata ad un numero di piastrine superiore a 40x109/L. 

Un ugual numero di globuli bianchi associato ad una presenza piastrinica inferiore o 

uguale a 40x109/L  rappresenta una prognosi intermedia e il 90% dei pazienti è libero 

da ricaduta a 5 anni. Infine, pazienti caratterizzati da una conta leucocitaria superiore a 

10x109/L si trovano in una condizione di elevato rischio di ricaduta con il 75% dei 

pazienti libero da ricaduta a 5 anni (Sanz et al., 2000; Mistry et al., 2003; Tallman et al., 

2008).  

Questa classificazione consente di individuare i pazienti a basso rischio, per i quali 

minimizzare o eliminare la chemioterapia è un obiettivo importante. 

Fattori prognostici per un esito negativo e morte causata da emorragia sono costituiti da 

valori di creatinina anomali, aumento dei blasti periferici e presenza di coagulopatia. 

Anche l’età avanzata costituisce un fattore prognostico negativo (Tallman et al., 2008). 

A scopo prognostico è correntemente utilizzata la quantificazione dei trascritti del gene 

PML-RARα mediante “reverse transcriptase-polymerase chain reaction” (RT-PCR) (Lo 

Coco et al., 1992; Avvisati et al., 2003), sebbene l’identificazione di una positività a 

livello molecolare non sia strettamente correlata a una significatività prognostica.  

Numerosi studi recenti annoverano tra i fattori associati ad una prognosi sfavorevole 

l’espressione dell’antigene di superficie CD56, che sembra essere coinvolto nel 

movimento delle cellule leucemiche (Tallman et al., 2008).  

Il ritrovamento di duplicazioni in tandem interne al gene FLT3 può costituire un fattore 

prognostico negativo rispetto alla mortalità, ma l’impatto sulla ricaduta o la 

sopravvivenza è ancora poco chiaro (Tallman et al., 2008).  

La presenza della variante bcr3 del trascritto codificante per la proteina di fusione 

PML/RARα sembra costituire un ulteriore fattore prognostico negativo.  

Poiché non esistono evidenze che l’attuale terapia debba essere modificata in base a 

questi fattori prognostici, al momento, solo la conta dei globuli bianchi, l’età ed il gruppo 

di rischio di appartenenza rimangono i fattori di riferimento (Tallman et al., 2008). 

Attualmente si ritiene che pazienti a rischio di ricaduta basso o intermedio che 

hanno raggiunto una completa remissione dopo la terapia di consolidamento non 

necessitino della terapia di mantenimento. Ciò è molto importante in quanto recenti 
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studi hanno suggerito una correlazione tra la terapia di mantenimento e l’insorgenza di 

sindromi mielodisplastice e leucemie mieloidi acute secondarie alla remissione di APL 

(Tallman et al., 2008).       

 

 

Molecole del signalling intracellulare coinvolte nel 
meccanismo di differenziamento granulocitario indotto da 
ATRA 
 

Come precedentemente accennato, l’acido retinoico tutto trans agisce a livello 

intracellulare modulando l’espressione genica, quindi di proteine, tra le quali alcune a 

loro volta coinvolte nella regolazione della trascrizione genica. 

Studi compiuti dal gruppo presso il quale ho svolto la mia attività di ricerca hanno 

dimostrato il coinvolgimento di molecole correlate ai lipidi dell’inositolo nei meccanismi 

molecolari responsabili del differenziamento indotto dall’ATRA. I primi esperimenti, 

condotti sulle linee cellulari HL-60, hanno messo in evidenza come questo agonista 

moduli sia enzimi chiave del metabolismo dei fosfoinositidi, come la fosfolipasi C 

fosfoinositide-dipendente (PLC) e la fosfoinositide 3-chinasi (PI 3-K), che enzimi ad 

esso correlati, come la proteina chinasi C (PKC) e la proteina ad attività di scambiatore 

guanosinico Vav1 (Bertagnolo et al., 2001 a). E’ stato in particolare dimostrato come 

l’inibizione della crescita e l’induzione al differenziamento di promielociti APL-derivati 

trattati con ATRA siano accompagnate da modificazioni dei livelli delle diverse proteine 

sia nelle cellule in in toto che nel compartimento nucleare (Bertagnolo et al., 2001 a) 

(Fig. 4). 

Per quanto riguarda PI 3-K, un enzima implicato in diversi meccanismi di 

trasduzione del segnale, che catalizza la fosforilazione in posizione 3 dell’anello 

dell’inositolo dei fosfoinositidi, questa è stata dimostrata essere essenziale nel 

differenziamento ATRA-dipendente della linea cellulare HL-60. I risultati ottenuti 

indicano in particolare che una modulazione negativa della sua quantità ed un’inibizione 

specifica della sua attività impediscono le modificazioni della morfologia nucleare tipiche 

del differenziamento lungo la filiera granulocitaria (Marchisio et al.,1998; Bertagnolo et 

al.,1999).  

Studi più approfonditi del meccanismo attraverso cui la PI 3-K è reclutata e attivata 

durante il differenziamento delle cellule HL-60 hanno evidenziato che questa associa la 
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proteina adattatrice Vav1 in modo ATRA dipendente, sia nella cellula in toto che nel 

compartimento nucleare (Fig. 4). Lo stesso gruppo di esperimenti ha dimostrato come, 

in cellule HL-60 indotte a differenziare con ATRA, Vav1 formi complessi molecolari 

comprendenti, oltre alla PI 3-K, la tirosina chinasi Syk e le molecole adattatrici Cbl e 

SLP-76 (Bertagnolo et al., 2001 b) (Fig. 4). E’ stato inoltre dimostrato che Vav1 media 

l’interazione di PI 3-K con componenti del citoscheletro, quali l’actina, e che tale 

interazione è essenziale per l’attività della PI 3-K stessa e per il verificarsi delle 

modificazioni nucleari tipiche del differenziamento granulocitario delle cellule HL-60 

(Bertagnolo et al., 2001 b). 

 

 

 

 

Un’indagine analoga è stata compiuta dallo stesso gruppo di ricerca sulla linea 

cellulare NB4 che, per la presenza dalla traslocazione t(15;17) costituisce il modello più 

idoneo per lo studio dell’APL. 

RARαααα/RXR 

Transcriptional 
activity *Vav1/PI 3-K 

Proteins 

PLC 
PKC 
PI 3-K 
 

Receptor 

Soluble 
molecules 

*Vav1/PI 3-K 

ATRA 

 

*Vav1 
 

Modification of 
nuclear morphology 

Syk 
Cbl 
SLP-76 

Figura 4. Schema riassuntivo delle molecole del signalling inositide-dipendente coinvolte nel meccanismo 
differenziativo attivato da ATRA in cellule HL- 60. L’asterisco indica una o più fosforilazioni in tirosina. 
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E’ stato dimostrato, in particolare, come l’isoforma β2 di PLC, scarsamente presente nei 

promielociti APL-derivati, aumenti in quantità in seguito al trattamento con ATRA o 

As2O3 e correli positivamente con il livello di maturazione raggiunto dalle cellule 

differenzianti (Brugnoli et al., 2006). Contrastando l’aumento agonista-indotto di PLC-β2 

viene ridotta la capacità migratoria delle cellule differenzianti e la loro progressione 

lungo il ciclo cellulare (Brugnoli et al., 2007). Poiché, in questo modello sperimentale, 

PLC-β2 interagisce con il suo substrato preferenziale fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato 

(PIP2) associato all’actina, la risultante modulazione del pool di fosfoinositidi associati al 

citoscheletro può essere alla base del ruolo di PLC-β2 nel modulare la migrazione e il 

ciclo cellulare di promielociti differenzianti, eventi che richiedono, entrambi, una 

profonda riorganizzazione dell’architettura citoscheletrica. 

Come nelle cellule HL-60, anche nei promielociti NB4 la proteina Vav1 risulta 

scarsamente espressa ed i suoi livelli aumentano significativamente in seguito al 

trattamento con ATRA, in parallelo all’acquisizione di un fenotipo differenziato (Brugnoli 

et al., 2006). 

 

 

La famiglia proteica Vav 

Nel 1989, nel corso di alcuni esperimenti volti alla caratterizzazione di loci coinvolti 

in neoplasie umane, è stato identificato il prodotto del proto-oncogene vav, la proteina 

Vav1, la prima isoforma di una famiglia che comprende Vav2 e Vav3 nei mammiferi e 

CelVav nei nematodi (Bustelo, 2001). Il termine "vav" deriva dal nome della sesta 

lettera dell’alfabeto ebraico poiché il gene trasformante vav era il sesto isolato in quel 

laboratorio.  

Indipendentemente dalle somiglianze strutturali, i geni vav dei mammiferi differiscono 

nella localizzazione cromosomica e nel pattern di espressione. In particolare, i geni 

umani vav1, vav2 e vav3 sono stati individuati sui cromosomi 19, 9 e 1, rispettivamente. 

Inoltre, nonostante tutti i geni di questa famiglia siano espressi nelle cellule 

ematopoietiche, i trascritti di vav1 sono presenti nelle cellule del sangue in quantità 

maggiore rispetto a quelli di vav2 e vav3 (Tybulewicz, 2005).  

Per quanto riguarda la distribuzione tissutale, Vav1 è presente fisiologicamente solo 

nelle cellule del sangue, sia della linea linfoide che mieloide, e in un numero 

estremamente esiguo di altri tessuti. Vav2 e Vav3 risultano invece avere una 
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distribuzione quasi ubiquitaria (Moores et al., 2000).  

Sono state identificate alcune varianti di splicing per Vav1 e Vav2, almeno tre per 

quest'ultimo, che differiscono per la presenza di inserzioni nel dominio acidico, nel 

modulo PH e nella zona “linker“ SH2-SH3. Sembra inoltre che queste varianti mostrino 

un pattern di espressione tessuto specifico (Tybulewicz, 2005). 

 

Struttura modulare delle proteine Vav 

Tutti e tre i membri della famiglia proteica Vav presentano una struttura modulare 

comprendente diversi domini (Fig. 5) che, a partire dall’estremità amino-terminale, sono: 

• Un dominio di omologia con la Calponina (CH): si tratta di un dominio di circa 100 

residui aminoacidici presente in molte proteine del citoscheletro che legano l’F-actina 

e che potrebbe quindi fornire a Vav1 una via di connessione al citoscheletro stesso 

(Hornstein et al., 2004). Il ruolo del dominio CH in Vav1 sembra essere 

particolarmente complesso, essendo coinvolto non solo nella regolazione dell’attività 

di Vav1 come Fattore di Scambio Guanosinico (GEF), ma anche nella mobilizzazione 

del Ca2+ con una azione a valle dei recettori MIRRs (Multi Subunit Immune 

Recognition Receptors) (Turner et al., 2002). E’ stato inoltre dimostrato che tale 

dominio è in grado di legare vescicole composte da fosfatidilserina e 

fosfatidilinositolo, suggerendo una potenziale regolazione di questa proteina ad 

opera di lipidi (Bustelo, 2000, 2001).  

• Un modulo Acidico (Ac), di circa 50 residui aminoacidici contenente tre residui di 

tirosina altamente conservati, coinvolti nel processo di regolazione dell’attività GEF di 

Vav1. Queste tirosine sono localizzate in una sequenza riconosciuta dalle proteine 

tirosina chinasi appartenenti alle famiglie Src e Syk/Zap70 (Bustelo, 2002) e 

corrispondono ai residui Y142, Y160 e Y174.  

• Un dominio di omologia con Dbl (DH), uno scambiatore guanosinico appartenente 

alla famiglia delle Rho GTPasi, enzimi coinvolti in diverse funzioni biologiche come 

riorganizzazione del citoscheletro e crescita cellulare. Il dominio DH interagisce 

fisicamente con le Rho/Rac GTPasi, promuovendo lo scambio GDP-GTP (Bustelo, 

2000, 2001). 

• Un pleckstrin-homology domain (PH), dominio presente in molte molecole del 

signalling, che lega i fosfoinositidi come il PIP2 e il fosfatidilinositolo 3,4,5-trifosfato 

(PIP3). Il dominio PH sembra avere un ruolo nella regolazione della attività di Vav1 
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come scambiatore guanosinico mediante interazione intramolecolare con il dominio 

DH ed il legame con i fosfoinositidi (Turner et al., 2002). 

• Un dominio Zinc-finger (C1), regione ricca di cisteine simile a quella che si trova nei 

membri della famiglia delle PKC. Mutazioni che inattivano questo dominio aboliscono 

l’attività GEF di Vav1 in vitro (Turner et al., 2002). 

• Due domini SH3, che legano sequenze ricche in residui di prolina, fiancheggianti un 

dominio SH2, che interagisce con specifici residui di tirosina fosforilata. Tali domini 

mediano in generale l’interazione di Vav1 con altre proteine (Turner et al., 2002). 

• Due sequenze di localizzazione nucleare (NLS), localizzate all’interno del dominio 

PH e tra i domini C1 e SH3 rispettivamente (Katzav , 2008).  

 

                            

 

 

Funzioni della proteina Vav1 

La presenza nella struttura di Vav1 di domini funzionalmente diversi tra loro 

consente a questa proteina di svolgere molteplici ruoli, comuni a molecole variamente 

coinvolte nel metabolismo cellulare (Turner et al., 2002). 

 

Attività enzimatica come scambiatore guanosinico 

La funzione più nota della proteina Vav1 è quella di fattore di scambio guanosinico  

per le piccole GTPasi  Rho, Rac e CDC42. Vav1, in particolare, agisce promuovendo il 

Figura 5. Struttura modulare della proteina Vav1 e principali funzioni correlate ai diversi domini. 
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rilascio del GDP dalle GTPasi inattive favorendo la successiva incorporazione di GTP e, 

pertanto, il raggiungimento di una conformazione attiva in grado di interagire con le 

molecole effettrici (Tybulewicz, 2005).  

Il controllo dell’attività GEF di Vav1 è complesso e coinvolge, a differenza degli altri 

GEF, diversi sistemi di regolazione che prevedono una cascata di fosforilazioni 

sequenziali ad opera di tirosina chinasi (PTKs) (Chrencik et al., 2008). In particolare, la 

fosforilazione di Vav1 avviene in seguito al legame tra un agonista ed uno specifico 

recettore di membrana. Nel caso di recettori con attività tirosina chinasica intrinseca, 

Vav1 associa, attraverso il proprio dominio SH2, direttamente a residui di tirosina 

fosforilati delle molecole recettoriali. Quando, invece, i recettori stimolati sono privi di 

attività tirosina chinasica intrinseca, la fosforilazione di Vav1 prevede un complesso 

meccanismo che coinvolge PTKs citoplasmatiche e proteine adattatrici.  

Come precedentemente accennato, i residui noti per regolare l’attività GEF di Vav1 

sono le tre tirosine conservate 142, 160 e 174, localizzate nella regione Ac. La 

fosforilazione di tali residui di tirosina comporta un elaborato meccanismo 

intramolecolare che determina il rilascio di un loop auto-inibitorio nella struttura di Vav1, 

mediato innanzitutto dall'allontanamento dal dominio DH (Chrencik et al., 2008).  

L’attivazione dell’attività GEF prevede inoltre l'interazione del dominio CH con il 

proprio ligando con il conseguente allontanamento del dominio C1. I domini DH e C1 

formano una singola unità strutturale necessaria per stabilizzare la propria 

conformazione e, soprattutto, la disposizione spaziale del dominio DH, e per 

promuovere lo scambio nucleotidico. È stata infatti dimostrata l’esistenza di una tasca in 

grado di legare il substrato localizzata all’interfaccia dei domini C1 e DH (Rapley at al., 

2008). 

Un ulteriore meccanismo responsabile del controllo dell’attività enzimatica di Vav1 

sembra essere rappresentato dalla alterazione della conformazione del dominio PH in 

seguito all'interazione con il PIP3. Per quanto riguarda quest'ultimo punto, sembra che il 

livello di attività di Vav1 sia regolato dalla presenza di diverse forme fosforilate del 

fosfatidilinositolo legate al dominio PH. Infatti, l’attività enzimatica in vitro di Vav1 

fosforilato aumenta del doppio quando questo viene incubato con fosfatidilinositolo 3,4-

bisfosfato (PI(3,4)P2) o con PIP3, due prodotti dell’enzima PI 3-K. L’attività GEF di Vav1 

è invece totalmente inibita quando il PIP2 è incluso nel saggio.  

Si ritiene che il dominio PH possa indirettamente intaccare l’attività di scambio di Vav1 

in vivo, bloccando le interazioni dei substrati con le regioni DH e C1 (Bustelo, 2002).  
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Vav1 come proteina adattatrice 

Studi condotti principalmente su cellule linfoidi hanno attribuito alla proteina Vav1 

funzioni indipendenti dalla sua attività di scambiatore guanosinico, grazie alla capacità 

d'interazione di questa con altre molecole coinvolte nella trasduzione del segnale 

intracellulare. La presenza nella sua struttura di un dominio SH2, di due domini SH3 e 

di 31 residui di tirosina potenzialmente fosforilabili, quindi in grado di interagire con i 

domini SH2 di altre molecole, tra cui Fyn, Shc, PLC-γ1 e p85, fa sì che Vav1 possa 

fungere da adattatore e mediare in questo modo diverse risposte cellulari sia a livello 

citoplasmatico che nucleare (Bustelo, 2002; Hornstein et al., 2004; Tybulewicz, 2005). 

Numerosi dati indicano che la stessa attività di Vav1 come molecola adattatrice 

dipende dalla sua interazione con altre proteine adattatrici. Tra queste, molecole che ne 

modulano i livelli di fosforilazione, proteine coinvolte nel signalling Vav-dipendente 

(CD19, CD28, LAT, SLP-76, BLNK), proteine che attivano vie di trasduzione del 

segnale che interagiscono con quelle attivate da Vav1 (SLP-76, BLNK) e altre con 

funzione sconosciuta ma attive nella via di trasduzione a valle di Vav1 (Bustelo, 2002). 

E’ stato inoltre dimostrato che Vav1 media la riorganizzazione del citoscheletro 

actinico in cellule T un meccanismo GEF-indipendenti che prevede l’interazione con 

proteine leganti l'actina in grado di regolarne la polimerizzazione. In particolare, Vav1 

lega costitutivamente talina e vinculina, ancorando il citoscheletro actinico alla 

membrana plasmatica, e la proteina citoscheletrica zixina (Hornstein et al., 2004).  

 

Ruolo di Vav1 nel compartimento nucleare 

Numerosi studi hanno dimostrato la presenza di Vav1 anche nel compartimento 

nucleare, sia in presenza di stimoli, come in cellule RBL (Rat Basophilic Leukemia) e 

linfociti T, che in condizioni basali, come nel caso di cellule Jurkat, promielociti HL-60 e 

NB4 e  megacarioblasti UT7 (Margolis et al., 1992; Romero et al., 1996; Romero et al., 

1998; Houlard et al., 2002; Bertagnolo et al., 2005; Gomez et al., 2005). Questa  

localizzazione della proteina anche all’interno del compartimento nucleare è giustificata 

sia dalla presenza, nella sua struttura, di due sequenze di localizzazione nucleare 

(NLS), che dalla possibilità per Vav1 di interagire con altre molecole trasportatrici 

(Katzav, 2007). 

La localizzazione nucleare di Vav1 è regolata anche dal dominio SH3 carbossi-

terminale, che agisce sequestrando la proteina nel citoplasma mediandone l’interazione 
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con specifiche proteine citoscheletriche o altre molecole citosoliche. Questo dominio 

potrebbe anche essere responsabile della formazione di una struttura intramolecolare 

che maschera il motivo NLS all’interno del dominio PH, mantenendo così Vav1 a livello 

citosolico (Katzav, 2007).  

Diverse sono le evidenze sperimentali che indicano come Vav1 nucleare possa essere 

coinvolto nel controllo dell’espressione genica, attraverso interazioni con proteine 

resposabili del rimodellamento cromatinico o con fattori di trascrizione. Inoltre, la 

struttura di Vav1 contiene moduli comunemente riscontrabili in fattori trascrizionali, quali 

“helix-loop-helix”, “leucin-zipper” e “zinc-finger” (Margolis et al., 1992), che potrebbero 

conferire allo stesso Vav1 un ruolo diretto nella regolazione della trascrizione genica. 

Nel nucleo di cellule linfoidi, è stato riportato che la proteina Vav1 interagisce con il 

fattore NF-AT (Nuclear Factor of Activated T Cells), attivandolo e inducendo 

modificazioni del citoscheletro, flussi di Ca2+ e attivando la via Ras. L’attivazione di NF-

AT da parte di Vav1 è un complesso processo che richiede il simultaneo reclutamento 

di proteine adattatrici e l’attivazione di vie di trasduzione del segnale regolate dall’attività 

catalitica di Vav1, nonché di un ruolo dello stesso Vav1 come proteina adattatrice 

(Tybulewicz, 2005). 

In cellule RBL, Vav1 si accumula nel compartimento nucleare dopo stimolazione del 

recettore di membrana FcεRI e fa parte di un complesso trascrizionalmente attivo 

comprendente NF-AT sul sito di legame per questo fattore di trascrizione localizzato 

sulla regione promotrice dell’Interleuchina 2 (IL-2) (Houlard et al., 2002). In questo 

contesto, Vav1 potrebbe svolgere un ruolo nel compartimento nucleare agendo come 

proteina adattatrice coinvolta nella regolazione della fosforilazione o dell’assemblaggio 

di complessi trascrizionali.  

In cellule linfoidi, è stato recentemente riportato che Vav1 e CD28 possono sinergizzare 

per la trascrizione del gene per l’IL-2. Inoltre, CD-28 lega la proteina Grb-2 ed è 

probabile che tale complesso funga da ponte per Vav1. L’incapacità di Grb-2 di legare 

CD28 impedisce a Grb-2 stesso di cooperare con Vav1 nella up-regolazione dell’attività 

del complesso NFAT/AP-1 (Schneider et al., 2008) 

E’ stato inoltre riportato che Vav1 interagisce, mediante il suo dominio SH3 

carbossi-terminale, con proteine nucleari diverse dai fattori di trascrizione. Tra queste, 

la proteina Ku-70, una componente del complesso chinasico DNA-dipendente, la 

ribonucleoproteina hnRNPC, coinvolta nei processi di maturazione dell’RNA e nel 

trasporto nucleocitoplasmatico, ed ENX-1, l’omologo umano di una proteina coinvolta 
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nei processi trascrizionali in Drosophila (Hobert et al., 1996; Romero et al., 1996, 1998). 

Studi compiuti, sia in vitro and in vivo, nelle cellule T indicano infine che Vav1 

interagisce, sempre mediante il proprio dominio SH3 carbossi-terminale, con la proteina 

Sam68 (Src-associated in mitosis of 68 kD), che fa parte della famiglia di proteine in 

grado di legare l’RNA omologhe alla ribonucleoproteina hnRNPK (Hobert et al., 1996; 

Romero et al., 1996, 1998). La co-espressione di entrambe le proteine induce un 

aumento della localizzazione nucleare di Vav1 e modifiche della morfologia cellulare 

(Lazer et al., 2007). 

 

 

Ruolo della fosforilazione tirosinica di Vav1 

La fosforilazione tirosinica è uno dei meccanismi più versatili per regolare le 

funzioni delle molecole coinvolte nella trasduzione del segnale. Questa modificazione 

post-traduzionale può esercitare sia effetti positivi che negativi sull’attività biologica di 

numerose proteine, promuovendone le interazioni intramolecolari, le associazioni 

proteina-proteina o inducendo modificazioni allosteriche.  

La maggior parte delle funzioni svolte dalla proteina Vav1 sono mediate da 

processi di fosforilazione in residui di tirosina ad opera di numerose tirosina chinasi, sia 

recettoriali che citoplasmatiche. Tra queste, tirosina chinasi appartenenti alla famiglia 

delle Src, Jak e Syk/Zap70 (Bustelo, 2002). La fosforilazione tirosinica di Vav1 può 

essere finalizzata alla regolazione della sua attività GEF come pure alla sua capacità di 

interagire con altre molecole del signalling intracellulare. 

E’ noto dalla letteratura che nel meccanismo di regolazione dell’attività GEF di 

Vav1 dovuto alla fosforilazione tirosinica svolgono un ruolo cruciale i residui tirosinici 

Y142, Y160 e Y174, che, come precedentemente accennato, sono altamente 

conservati e localizzati nella regione Ac di Vav1. In particolare, queste tirosine, nella 

forma non fosforilata, interagiscono con aminoacidi localizzati nel dominio DH, 

adiacente alla regione Ac, contribuendo a conservare l'intera proteina in uno stato 

inattivo (Chrencik et al., 2008). 

Tutti e tre i residui tirosinici presenti nel dominio Ac di Vav1 sono inseriti all’interno di 

una sequenza aminoacidica che funge da sito consenso per diverse tirosina chinasi 

(Miletic et al., 2006). In particolare, tutte e tre le tirosine possono essere fosforilate da 

Lck, Zap70 e Syk (Amarasinghe et al., 2005; Prisco et al., 2005). Inoltre, le tirosine del 
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dominio Ac si trovano all’interno di siti di riconoscimento di numerose proteine implicate 

nella trasduzione del segnale a valle di TCR, quali la subunità regolatrice p85 

dell’enzima PI 3-K  e la PLC-γ1.  

Studi condotti su linfociti T hanno dimostrato come la mutazione di una singola tirosina 

presente nel dominio Ac non abbia un effetto significativo sulla fosforilazione 

complessiva di Vav1. Al contrario, la mutazione del residuo Y174 combinata con la 

mutazione di Y142 e/o Y160 risulta in una diminuzione sostanziale della fosforilazione 

di Vav1. La perdita di tutte e tre le tirosine porta ad un completo annullamento della 

fosforilazione tirosinica di Vav1.  

Oltre ai residui tirosinici localizzati nella regione Ac, sono note altre sei tirosine, 

rispettivamente Y267, Y482, Y603, Y604, Y826, Y841, collocate all’interno di siti 

consenso conformi alla fosforilazione tirosinica ma non accessibili alle tirosina chinasi 

poiché non esposte sulla superficie o mascherate da interazioni intramolecolari (Miletic 

et al., 2006). Si ritiene che le tirosine presenti nella regione Ac funzionino come 

“docking sites” e/o facilitino l’accesso alla struttura di chinasi, come ad esempio di Lck, 

che possono fosforilare altri residui di tirosina. I tre residui di tirosina presenti nel 

dominio Ac sembrano quindi agire in qualità di controllori della fosforilazione tirosinica 

totale di Vav1 e sono importanti per il reclutamento delle tirosina chinasi stesse (Miletic 

et al., 2006). 

Studi condotti su linee cellulari linfoidi e non suggeriscono che la fosforilazione dei 

residui di tirosina localizzati nella regione Ac possa essere richiesta anche per la 

regolazione dell’attività biologica mediata da Vav1 indipendentemente dalla sua attività 

GEF.  

E’ noto che la stimolazione di TCR induce la formazione di “microclusters”, ovvero di 

complessi molecolari in cui avviene la fosforilazione tirosinica di proteine del signalling, 

la generazione di secondi messaggeri ed il riarrangiamento del citoscheletro (Miletic et 

al., 2006). Il residuo tirosinico 174 di Vav1 risulta necessario per la formazione ed il 

mantenimento dei “microclusters”, probabilmente attraverso l’associazione con altre 

proteine. Al contrario, la mutazione dei residui 142 e 160 non determina alcuna 

variazione nella costituzione dei “microclusters”, confermando quindi l’importanza del 

residuo Y174 in questo contesto (Miletic et al., 2006). Dato il ruolo che tale tirosina 

notoriamente svolge nella regolazione dell’attività GEF di Vav1 (Bustelo, 2001), è 

possibile che la deregolazione del signalling a valle di TCR che si verifica in seguito alla 

mutazione della tirosina 174 di Vav1 sia dovuta ad una iperattivazione della sua attività 
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GEF (Miletic et al., 2006). 

Da quanto sopra riportato emerge che la fosforilazione tirosinica è al centro della 

regolazione di Vav1, sia positiva che negativa. 

La regolazione positiva di Vav1 risulta coinvolta in diversi processi biologici, tra cui la 

riorganizzazione del citoscheletro, che porta a modificazioni della morfologia e della 

motilità cellulare, l’attivazione di cascate enzimatiche per la trasduzione del segnale e 

l’induzione dell’espressione di geni richiesti per lo sviluppo e per la proliferazione o il 

differenziamento cellulare (Tybulewicz, 2005).  

In particolare, nelle cellule linfoidi, la fosforilazione tirosinica di Vav1 ne induce attività 

GEF-dipendente ed indipendente, principalmente coinvolta nella regolazione delle 

dinamiche citoscheletriche che si verificano durante la risposta immunitaria (Hornstein 

et al., 2004). Nelle cellule mieloidi, Vav1 fosforilato in tirosina sembra intervenire 

primariamente nei meccanismi di adesione e trasmigrazione tissutale regolati dalle 

integrine (Coppolino et al., 2001).  

La fosforilazione tirosinica svolge però anche un ruolo regolatorio negativo per la 

funzione delle proteine Vav. La tirosina 174, ad esempio, può regolare negativamente le 

funzioni di Vav1 sia legandosi ad altri domini strutturali di Vav1 e generando una 

conformazione inattiva, che blocca l’accesso di tirosina chinasi e di GTPasi, sia 

interagendo con proteine inibitrici (Lopez-Lago et al., 2000). Potenziali condidati come 

molecole inibitorie includono fosfatasi contenenti un dominio SH2, come la fosfatasi 

PTP-1C (protein tyrosine phosphatase-1C), o proteine inibitorie contenenti altri domini 

di legame per le fosfotirosine (PTB).  

La regolazione negativa ad opera dei suoi residui tirosinici risulta essenziale per il ruolo 

che Vav1 svolge nei diversi tipi cellulari. Una mutazione nel residuo tirosinico 174 porta 

infatti ad un aumento della sua attività biologica in vivo, risultando in elevati livelli di 

trasformazione cellulare e costitutiva attivazione di altre risposte Rac-1/RhoG-

dipendenti (Lopez-Lago et al., 2000). Gli effetti di questa mutazione possono essere 

ulteriormente incrementati da mutazioni che coinvolgono i residui tirosinici adiacenti 

Y142 e Y160. 

 

Ruolo di Vav1 nelle cellule ematopoietiche normali 

Come accennato precedentemente, Vav1 è fisiologicamente espresso nelle cellule 

emopoietiche dove esplica la sua attività mediando numerose risposte cellulari. 
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L’importanza funzionale di Vav1 per il differenziamento e le funzioni dei linfociti è stata 

ampiamente dimostrata, mentre in cellule ematopoietiche non linfoidi la proteina sembra 

essere piuttosto coinvolta nella riorganizzazione spaziale e temporale del citoscheletro 

durante la proliferazione e la fagocitosi delle cellule mature.  

 

Ruolo di Vav1 nelle cellule linfoidi  

Esperimenti compiuti su topi knock-out hanno dimostrato che Vav1 svolge un 

importante ruolo nella funzione dei linfociti T e dei linfociti B grazie alla sua 

fosforilazione in risposta all’attivazione di BCR (Complesso Recettoriale delle Cellule B) 

e di TCR (Recettore della Cellula T). La proteina si è inoltre rivelata essenziale per la 

maturazione delle cellule T, ma non delle cellule B (Turner, 2002).  

In particolare, studi eseguiti con topi chimerici, generati utilizzando cellule staminali 

mancanti della proteina Vav1, mostrano una riduzione del numero di linfociti T periferici 

CD4+ e CD8+, dovuto ad un parziale blocco della maturazione di queste cellule nel timo. 

Inoltre, in assenza di Vav1, l’attivazione delle cellule T mature risulta deficitaria e i 

processi di proliferazione, di attivazione di molecole della trasduzione del segnale e di 

secrezione di citochine, indotti da TCR, risultano sensibilmente ridotti (Tybulewicz, 

2005). 

Nel midollo osseo di topi Vav1-/-, Vav2-/- e Vav1-/- Vav2-/- è stato evidenziato un pool di 

cellule B immature quantitativamente normale ma si osserva una riduzione delle cellule 

B circolanti mature (Doody, 2001; Tedford et al., 2001). Vav1 non sembra quindi essere 

direttamente coinvolta nello sviluppo delle cellule B nel midollo osseo, ma piuttosto 

richiesta per la maturazione periferica e la sopravvivenza di questo tipo cellulare.  

Nelle cellule linfoidi, Vav1 è principalmente coinvolto nella regolazione delle 

dinamiche citoscheletriche che si osservano durante la risposta immunitaria (Hornstein 

et al., 2004; Tybulewicz, 2005). Il suo coinvolgimento in questo processo è stato 

dimostrato osservando come il rimodellamento del citoscheletro actinico, indispensabile 

per processi come divisione cellulare, adesione e motilità, sia ampiamente influenzato 

dall’attività della famiglia delle Rho GTPasi, di cui Vav1 è membro (Tybulewicz, 2005). 

Sia nei linfociti T che B Vav1 è in grado di attivare NF-AT, mediando la trascrizione 

di geni per diverse citochine, come IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, il fattore GM-CSF, IFN-γ, TNFα. 

NF-AT è a sua volta coinvolto nella regolazione dell’espressione di diverse molecole 

immunoregolatrici sulla superficie delle cellule T, come CD40L e CTLA-4 (Katzav, 

2004). 
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Ruolo di Vav1 nelle cellule mieloidi mature 

Ruolo di Vav1 nei monociti/macrofagi. La migrazione dei macrofagi a livello del 

sito d’infezione è un evento biologico molto importante e viene attivato in risposta al 

rilascio di citochine nel sito d’infiammazione (Ridley, 2001). La chemiotassi è mediata 

da una coordinata organizzazione del citoscheletro di actina in risposta alla trasduzione 

del segnale avviata dal recettore per le chemochine. 

E’ noto dalla letteratura che, tra i membri della famiglia Vav, Vav1 e Vav2 sono 

espressi nei macrofagi. In particolare, Vav1 è localizzato a livello di “phagocityc cups” 

ed è fosforilato in tirosina durante il fenomeno di fagocitosi, nel corso del “crosslinking” 

integrinico ed in risposta a diverse citochine, tra cui, MCSF (macrophage colony 

stimulating factor) (Gotoh et al., 1997; Vedham et al., 2005). 

E’ noto che macrofagi deficienti di Vav1 e Vav2 mostrano una ridotta area di diffusione. 

Inoltre, la sola mancanza di Vav1 induce una riduzione della velocità di migrazione 

mediata da MCSF e tale fenomeno è imputabile ad una minor formazione di microtubuli, 

dovuta ad una riduzione del livello di polimerizzazione della β-tubulina (Wells et al., 

2005). Al contrario, macrofagi privi di Vav2 ma non di Vav1 mostrano esclusivamente 

un aumento del “ruffling” di membrana  (Wells et al., 2005).  

La chemiotassi dei macrofagi coinvolge l’enzima PI 3-K che, grazie alla 

produzione di fosfoinositidi fosforilati in posizione 3’, richiama enzimi che contegono un 

dominio PH, quali proteine ad attività GEF (Servant et al., 2000). Utilizzando inibitori 

farmacologici di PI 3-K si è osservato che il legame del GTP al Rac e al cdc42 richiede 

l’attivazione di questo enzima (Keely et al., 1997). E’ noto che Rac e cdc42 sono 

neccessari per la migrazione chemioattrativa delle cellule mieloidi, come viene 

dimostrato dalla scarsa risposta alla chemiotassi di granulociti neutrofili (Li et al., 2002), 

monociti macrofagi (Pradip et al., 2003) e cellule staminali ematopoietiche (Yang et al., 

2001) di animali mancanti di Rac2.  

Mentre risulta chiaro che Rac è importante per la risposta chemiotattica indotta da 

MCSF e che PI 3-K regola Rac, non sono ancora del tutto noti i meccanismi che 

portano all’attivazione di quest’ultima. Ciononostante, Vav1 sembra svolgere un ruolo 

primario, mediato dalla sua attività come scambiatore guanosinico, nell’attivazione di 

questa piccola GTPasi in seguito a stimoli chemioattraenti, dopo essere reclutato dai 

fosfoinositidi prodotti dall’attività enzimatica di PI 3-K (Vedham et al., 2005). Vav1 e Rac 

sembrerebbero pertanto essere essenziali per il fenomeno di chemiotassi macrofagica 

indotta da MCSF. 



Introduzione 
 

 27 

Ruolo di Vav1 nelle piastrine.  Il processo di aggregazione piastrinica e gli eventi 

ad esso correlati coinvolgono la polimerizzazione ed il riarrangiamento dei filamenti di 

actina, grazie ai quali la piastrina attivata estende lamellipodi e filipodi, appiattendosi nel 

coagulo e, successivamente, contraendosi, unisce i bordi della ferita.  

Studi condotti in topi Vav1-deficienti hanno dimostrato l'assenza di differenze nel 

numero di piastrine presenti nel sangue, rispetto ai topi wild-type. In accordo con ciò, 

piastrine Vav1-/- vanno incontro alle caratteristiche modifiche che si osservano in 

risposta a diversi stimoli. Al contrario, anche se in piastrine mutanti negative per Vav1 la 

polimerizzazione dell’actina non è modificata, la loro aggregazione in risposta a CRP 

(Collagene-related Peptide) e trombina è ridotta. Questa apparente contraddizione può 

essere spiegata considerando la ridondanza dei membri della famiglia Vav, in 

particolare la presenza di Vav3, nelle piastrine (Pearce et al., 2002). L'adesione 

piastrinica al fibrinogeno porta alla fosforilazione in tirosina di Vav1, processo che 

dipende dall'attività chinasica di Syk. Nelle cellule aderenti al fibrinogeno la co-

espressione di Syk e Vav1 è essenziale per l’attivazione di Rac (Miranti et al.,1998).  

 

Ruolo di Vav1 nei granulociti neutrofili. E’ noto che la stimolazione recettoriale 

ad opera di sostanze chemioattraenti in granulociti neutrofili non aderenti induce una 

complessa sequenza di eventi quali riorganizzazione dell’actina, modifiche 

morfologiche, sviluppo di polarità e adesione reversibile, tutte culminanti nella 

chemiotassi (Zhao et al, 2003).  

Vav1 svolge un importante ruolo nella regolazione dell’attività di Rac2, associata 

all’attivazione della NADPH ossidasi, in neutrofili aderenti. Quando il patogeno è stato 

fagocitato, si osserva l’assemblaggio sulla membrana del fagosoma di un complesso 

NADPH ossidasi che catalizza la produzione di una serie di composti dell’ossigeno 

altamente tossici (superossido, ipoclorito, acqua ossigenata, ossido nitrico, radicali 

ossidrilici) che portano a morte i neutrofili stessi, a causa di un aumento transitorio del 

consumo di ossigeno (Respiratory Burst). Il processo di adesione dei neutrofili 

all’endotelio induce una iniziale riduzione della formazione delle specie reattive 

dell’ossigeno (ROS), che rappresenta un meccanismo per prevenire il danno tissutale 

quando i leucociti migrano nel sito d’infiammazione. La GTPasi Rac2 è un importante 

componente del complesso NADPH ossidasi ed è stato dimostrato che la sua 

attivazione è correlata all’inibizione della formazione delle specie reattive dell’ossigeno. 

In particolare, l’attività GEF di Vav1 per Rac2 è inibita in cellule aderenti, come possibile 
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conseguenza dell’attivazione, mediata dall’adesione, di una o più tirosina-fosfatasi, 

responsabili della defosforilazione di Vav1 (Zhao et al., 2003). 

Esperimenti condotti su topi Vav1-/- hanno dimostrato che la motilità dei neutrofili in 

vitro e la mobilizzazione dei neutrofili nel sangue periferico in vivo indotta dal 

formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP) è significativamente ridotta, così come la 

produzione di actina filamentosa (Kim et al., 2003).  

La regolazione dei neutrofili mediata dalle integrine è essenziale per un’appropriata 

adesione e trasmigrazione tissutale. Utilizando neutrofili Vav1-/-/Vav3-/-, è stato 

dimostrato che le proteine Vav sono richieste per numerose funzioni dipendenti 

dall’integrina β2, che comprendono l’adesione, la diffusione e la fagocitosi mediata dal 

complemento (Gakidis et al, 2004).  

Per quanto riguarda le chinasi responsabili dell’attivazione di Vav in questi processi, è 

stato osservato un incremento di Syk a livello dei lamellipodi in seguito alla migrazione 

indotta da FMLP in cellule HL-60 (Schymeinsky et al., 2006), dove colocalizza con le 

proteine Vav. La down-modulazione di Syk determina una riduzione delle capacità di 

adesione e di migrazione, indicando quindi come Syk svolga un ruolo fondamentale nel 

reclutare i neutrofili durante la risposta infiammatoria in vivo (Schymeinsky et al., 2006). 

 

Ruolo di Vav1 in tessuti non ematopoietici   

Il gene codificante per Vav1 mappa sul cromosoma 19p12-p13.2, una regione 

soggetta ad anomalie cariotipiche in diverse neoplasie ematologiche e tumori solidi 

umani (Katzav, 2007). Diversi studi indicano come Vav1 è over-espresso in diversi 

tessuti tumorali e linee cellulari neoplastiche (Tabella 1) (Katzav, 2007). 

In particolare, in studi recenti è stato dimostrato come Vav1 sia presente in più del 

50% dei campioni di adenocarcinoma pancreatico (PDA). Il silenziamento genico di 

Vav1 in linee cellulari di PDA contrasta la proliferazione cellulare in vitro e in vivo anche 

in presenza dell’oncogene K-Ras, sottolineando l’importanza di Vav1 in questa 

patologia (Katzav, 2008). Inoltre, i pazienti affetti da tumore pancreatico e positivi per 

Vav1 hanno una probabilità di sopravvivenza inferiore rispetto a quelli Vav1-negativi. 

Vav1 è stato ritrovato espresso anche in linee cellulari di melanoma, avvallando la tesi 

di un suo coinvolgimento in tale neoplasia (Katzav, 2008).  

Elevati livelli di Vav1 sembrano essere associati al tumore al seno, in particolare a 

quello a prognosi peggiore (Lane et al., 2008).  
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In aggiunta a questi dati, che suggeriscono come Vav1 in tessuti non ematopoietici sia 

associato a tumori, è stata osservata l’over-espressione di questa proteina in blasti di 

leucemia linfatica cronica delle cellule B (Katzav, 2007).  

 

Tabella 1.  Coinvolgimento di Vav1 wilde-type in tumori umani 

Tumore Linea cellulare (RNA e proteina) Analisi immunoistochimica 

Neuroblastoma SK-N-MC Positivo (75%)  

Adenocarcinoma pancreatico CAPAN2, CFPAC Positivo (53%)  

Melanoma 
 
MiaPaCa2, BLM, Mel 57, MeWo 

 
Positivo  
(melanoma metastatico – 4 campioni)  

Leucemia linfatica cronica  delle 
cellule B   

Non testato Positivo (34.4%) 

Alti livelli di espressione di Vav1 sono stati riscontrati nel tumore al seno, in particolare in quello a prognosi meno 
favorevole. 

L’ over-espressione di wtVav1 può trasformare i fibroblasti NIH3T3. 

 

 

Nelle cellule neoplastiche, Vav1 sembra essere coinvolto, in quanto GEF, in diversi 

processi cellulari quali motilità cellulare e migrazione, modifiche dell’adesione cellulare, 

riorganizzazione dell’actina e trascrizione genica, variamente implicati nel processo di 

sviluppo delle metastasi (Fig. 6) (Katzav, 2008). 
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Ruolo di Vav1 nel differenziamento di precursori mieloidi 
tumorali 

Nei precursori mieloidi tumorali umani la fosforilazione tirosinica di Vav1 è stata 

osservata in cellule HL-60 dopo il “crosslinking” del recettore FcγRIIa1 (CD32) (Rouard 

et al., 1999) e  in blasti di leucemia mieloide acuta stimolati dal G-CSF (Yuo et al., 

1995). Diverse evidenze sperimentali indicano inoltre un coinvolgimento di Vav1 nella 

trasduzione del segnale di citochine o di fattori di crescita emopoietici.  

Da diversi anni il gruppo a cui ho afferito per lo svolgimento della mia attività di 

ricerca si occupa dello studio dei meccanismi di trasduzione del segnale intracellulare 

innescati dall’ATRA nel corso del differenziamento granulocitario di cellule derivate da 

pazienti affetti da leucemia promielocitica acuta (APL), il sottotipo M3 delle leucemie 

mieloidi acute.  

 

 

 

 

Figura 6. Attività biologica di Vav1 in cellule tumorali umane. Vav1 è fosforilato in tirosina in seguito 
all’attivazione del recettore tirosin chinasico (RTK) da parte di fattori di crescita (GF). Vav1 quindi funziona 
da GEF e da proteina scaffold portando alla trascrizione di geni coinvolti nel determinare il fenotipo 
maligno delle cellule.  



Introduzione 
 

 31 

Vav1 promuove la maturazione a granulociti neutrofili di cellule APL-
derivate 

Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che, a differenza dei granulociti neutrofili 

di sangue periferico, caratterizzati da una forte espressione di Vav1, promielociti 

tumorali APL-derivati bloccati a diversi stadi di differenziamento neutrofilico mostrano 

bassi livelli di espressione della proteina (Bertagnolo et al., 2005). Il trattamento 

differenziante con ATRA induce un significativo aumento di espressione di Vav1 nelle 

linee APL-derivate HL-60 e NB4 così come in blasti ottenuti dal midollo osseo di 

pazienti affetti da APL (Bertagnolo et al., 2005) (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 

Studi compiuti dallo stesso gruppo di ricerca hanno cercato di stabilire se Vav1 sia 

coinvolto nella regolazione degli eventi che determinano il processo differenziativo o se 

appartenga al pool proteico che assicura le funzioni della cellula matura, dimostrando 

che, in promielociti APL-derivati, un’adeguata espressione di Vav1 è necessaria per il 

completamento del processo maturativo. Infatti, quando Vav1 viene down-modulato 

mediante specifici siRNAs nel corso del trattamento con ATRA, al fine di contrastarne 

l’aumento di espressione indotto da questo agonista, le cellule raggiungono livelli di 

maturazione significativamente ridotti (Fig. 8) (Bertagnolo et al., 2005). 

 

 

 

 

Figura 7. Espressione di Vav1 in granulociti neutrofili di sangue periferico, cellule APL-derivate HL-60 
e NB4 e blasti-APL  indotti a differenziare in senso granulocitario con ATRA. 
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Esperimenti in cui la quantità di Vav1 è stata up-regolata, mimando l’azione dell’ATRA, 

hanno permesso di stabilire che questa proteina promuove, in cellule HL-60, un 

aumento significativo dell’espressione dell’antigene di superficie CD11b (Fig. 9). Un 

incremento dei livelli di differenziamento granulocitario è stato rilevato anche quando 

Vav1 è stato over-espresso in cellule HL-60 e NB4 indotte a differenziare con ATRA 

(Fig. 9). La sola over-espressione di Vav1 non è tuttavia sufficiente per modulare la 

morfologia nucleare, evento tipico del differenziamento in senso neutrofilico (Bertagnolo 

et al., 2005)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 9. Analisi citofluorimetrica dell’espressione del marker di superficie CD11b in cellule HL-60 e 
NB4 over-esprimenti Vav1 (EGFP/Vav1) e indotte a differenziare con ATRA. 
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Figura 8. Analisi citofluorimetrica dell’espressione del marker di superficie CD11b in cellule HL-60 e 
NB4 indotte a differenziare con ATRA in presenza di una ridotta quantità di Vav1 (siRNA/Vav1). 
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Lo stesso gruppo di ricerca ha inoltre dimostrato che, in seguito al trattamento 

differenziante con ATRA, Vav1 si accumula nel compartimento nucleare di entrambe le 

linee cellulari HL-60 e NB4 in una o più forme fosforilate in tirosina, suggerendo che il 

raggiungimento di una morfologia nucleare più differenziata richiede la fosforilazione 

tirosinica di questa proteina (Bertagnolo et al., 2005). 

Studi compiuti sulla linea cellulare HL-60, hanno inoltre dimostrato che, durante il 

trattamento con ATRA, Vav1 prende parte a numerosi complessi proteici, che 

sembrano essere responsabili del reclutamento e dell’attivazione di questa proteina nel 

corso del processo maturativo (Bertagnolo et al., 2001 b). In particolare, è stata 

dimostrata un’associazione Cbl/Vav1 nel citoplasma e un complesso SLP-76/Vav1 nel 

compartimento nucleare di cellule differenziate (Bertagnolo et al., 2001 b) possibilmente 

correlati al diverso ruolo svolto da Vav1 nei diversi compartimenti cellulari. 

 

Vav1 regola il citoscheletro/nucleoscheletro actinico nel corso del 
trattamento con ATRA di cellule HL-60 
 

Esperimenti compiuti sulla linea cellulare HL-60 mediante l’utilizzo di inibitori 

farmacologici specifici per le tre principali famiglie di tirosina chinasi note per essere in 

grado di fosforilare Vav1, quali Syk/Zap-70, Src e Jak, è stato dimostrato che la tirosina 

chinasi Syk fosforila Vav1 in cellule differenzianti. Tale risultato è stato confermato da 

specifici saggi di attività in vitro e dall’utilizzo di Picetannolo (Fig. 10A), inibitore 

farmacologico della famiglia Syk/Zap-70 ed in particolare della tirosina chinasi Syk 

(Bertagnolo et al., 2001 b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. In A, saggio di attività Syk-chinasica in vitro che dimostra come in cellule HL-60 differenzianti 
Syk fosforili Vav1 (a: controllo; b: ATRA; c: ATRA+Picetannolo). In B, saggio di adsorbimento che 
dimostra come il dominio SH2 di Vav1 associa la tirosina chinasi Syk fosforilata, sia nella cellula in toto
che nel compartimento nucleare di cellule HL-60 differenzianti. 
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Attraverso esperimenti di adsorbimento è stato dimostrato che Vav1 interagisce con la 

tirosina chinasi Syk fosforilata attraverso il proprio dominio SH2 (Fig. 10B) (Bertagnolo 

et al., 2001 b). 

La riduzione della fosforilazione tirosinica di Vav1 dipendente da Syk nel corso del 

differenziamento granulocitario ATRA-dipendente delle cellule HL-60 non modifica 

significativamente l’espressione dell’antigene di superficie CD11b (Fig.11 A), marcatore 

del differenziamento mieloide, ma previene le modificazioni della morfologia nucleare 

che caratterizzano la condizione differenziata (Fig.11 B). Ciò suggerisce che la 

fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1 in questo modello cellulare è deputata 

alla regolazione del citoscheletro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Come descritto precedentemente, la funzione meglio nota per Vav1 fosforilato in 

tirosina è l’attività GEF, che determina modificazioni citoscheletriche correlate all’azione 

di GTPasi. Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che l’attività GEF di Vav1 non 

sembra essere coinvolta nei cambiamenti morfologici indotti dall’ATRA nelle cellule HL-

Figura 11. Valutazione citofluorimetrica dell’antigene di superficie CD11b (A) e della morfologia nucleare 
(B) in cellule HL-60 indotte a differenziare in presenza di Picetannolo (PIC), in grado di inibire la 
fosforilazione Syk-dipendente di Vav1.  
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60 (Bertagnolo et al., 2004), indicando che devono essere attivati da Vav1 meccanismi 

alternativi per promuovere modifiche nel citoscheletro di promielociti tumorali 

differenzianti. 

Studi finalizzati a stabilire il ruolo di Vav1 nelle modificazioni fenotipiche che 

accompagnano il differenziamento ATRA-indotto delle cellule HL-60 hanno dimostrato 

che Vav1 associa l’enzima PI 3-K. Tale interazione coinvolge una o più tirosine 

fosforilate di Vav1 ed entrambi i domini SH2 presenti nella subunità regolatrice p85 

dell’enzima (Bertagnolo et al., 2001 b). Quando Picetannolo viene somministrato nel 

corso del trattamento con ATRA, l’interazione Vav1/p85 è contrastata indicando che 

Syk fosforila residui tirosinici di Vav1 coinvolti nella sua associazione con PI 3-K 

(Bertagnolo et al., 2001 b). L’interazione Vav1/PI 3-K sembra essere finalizzata 

all’attivazione dell’enzima ed alla sua associazione con l’actina. (Bertagnolo et al., 

2004) (Fig. 12). Poiché, quando l’interazione PI 3-K/actina dipendente da Vav1 è 

abrogata, la produzione di 3-fosfoinositidi è fortemente ridotta (Bertagnolo et al., 2004), 

è possibile che questo meccanismo possa permettere a PI 3-K l’utilizzo dei suoi 

substrati associati al citoscheletro actinico (Fig. 12). Questo risulta in modifiche del pool 

di fosfoinositidi che, come noto, gioca un ruolo cruciale nel modulare la riorganizzazione 

dell’architettura citoscheletrica (Takenawa et al., 2001). 

 

 

 

Figura 12. Rappresentazione schematica dei meccanismi molecolari che coinvolgono Vav1 nelle 
modificazioni del citoscheletro actinico indotte da ATRA in cellule HL-60. 
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Dalla letteratura è noto che l’ATRA attiva la trascrizione di geni con azione 

differenziante, tra cui citochine e recettori per citochine (Visani et al., 1996; Hsu et al., 

1999). Poiché Vav1 fosforilato in tirosina si accumula nel nucleo di promielociti tumorali 

che raggiungono un significativo livello di maturazione in seguito al trattamento 

differenziante, è stato studiato l’eventuale ruolo della proteina nella modulazione 

dell’espressione genica indotta da ATRA. A tale scopo, l’espressione e la fosforilazione 

tirosinica di Vav1 sono state inibite durante il trattamento con ATRA di cellule HL-60 e 

ne è stato valutato l’effetto sulla trascrizione di geni per citochine e recettori per fattori 

crescita mediante l’utilizzo di macroarrays. Sono stati così identificati 8 geni indotti 

dall’ATRA (Tabella 2) la cui trascrizione viene down-modulata in seguito all’inibizione di 

Vav1. Tra questi il gene Notch1, coinvolto nel  “commitment” dei progenitori emopoietici 

e il gene per la Timosina β10, una molecola coinvolta nella riorganizzazione del 

citoscheletro actinico (Bertagnolo et al., 2005).  

 

 

L’insieme dei dati sopra riportati indica che adeguati livelli di Vav1 sono richiesti 

per la maturazione di precursori ematopoietici mieloidi tumorali APL-derivati, dove 

agisce promuovendo una parziale maturazione e potenziando il processo maturativo 

innescato dall’ATRA, possibilmente contribuendo alla regolazione della trascrizione 

genica (Fig. 12). 

Tabella 2. Geni la cui espressione, aumentata in seguito al trattamento con ATRA, diminuisce quando il 
differenziamento avviene in presenza di ridotti livelli di fosforilazione Syk-dipendente di Vav1. 

GenBank 
Accession 

number 

 
Gene/Protein Name 

Gene/Protein 
Classification 

 

M37435 

M86492 

X53655 

X85960 

X06374 

M99437 

D16431 

M92381 

 

MCSF  

glia maturation factor β (GMF-β) 

neurotrophin 3 (NT3) 

trk-T3 

platelet-derived growth factor A subunit 

notch homolog 

hepatoma-derived growth factor (HDGF) 

thymosin β-10 (TMSB10) 

 

Growth Factors, Cytokines 

Growth Factors, Cytokines 

Proteins Neuropeptides 

Protein Kinase Receptors 

Growth Factors, Cytokines 

Oncogenes & Tumor Suppressors 

Growth Factors, Cytokines 

Growth Factors, Cytokines 
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OBIETTIVO 

 

Il lavoro riportato in questa tesi si inserisce in un filone di ricerca che ha in 

precedenza chiarito diversi aspetti concernenti la distribuzione ed il ruolo funzionale di 

Vav1 nel corso del differenziamento granulocitario di precursori normali e tumorali.  

Sulla base dei risultati finora ottenuti e riportati nella sezione precedente, il primo 

scopo del lavoro presentato in questa tesi è stato quello di determinare il possibile ruolo 

di Vav1 nella regolazione dell’espressione del pool proteico attraverso il quale l’ATRA 

porta a termine il programma maturativo dei precursori APL-derivati. Per realizzare tale 

obiettivo, è stata compiuta un’indagine proteomica sulle linee cellulari HL-60 e NB4 

indotte a differenziare in presenza di una ridotta quantità o fosforilazione tirosinica di 

Vav1. In particolare, l’espressione di Vav1 è stata down-modulata mediante la tecnica 

del siRNA e la sua fosforilazione tirosinica mediante l’utilizzo di Picetannolo, specifico 

per la tirosina chinasi Syk.  

Il secondo obiettivo del lavoro presentato in questa tesi è stato quello di 

identificare il/i residuo/i tirosinico/i di Vav1, fosforilato/i durante il trattamento con ATRA 

e funzionalmente coinvolto/i nel superamento del blocco differenziativo di promielociti 

tumorali APL-derivati. A tale scopo, Vav1 immunoprecipitato da cellule di controllo e 

differenzianti è stato sottoposto ad analisi mediante spettrometria di massa.  

Un ulteriore aspetto che il nostro studio ha voluto chiarire è stato quello di stabilire 

sei i residui tirosinici localizzati nel dominio SH2 di Vav1, che associa Syk nelle cellule 

HL-60 differenzianti, costituiscono possibili substrati della chinasi. A tale proposito, 

cellule HL-60 sono state transfettate con costrutti contenenti il gene di Vav1 mutato 

nelle triplette codificanti per i residui tirosinici presenti nel dominio SH2 della proteina e 

l’effetto delle singole mutazioni è stato valutato in diversi aspetti del processo 

differenziativo indotto da ATRA. 
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MATERIALI E METODI 

 

Modello sperimentale  

Per la conduzione degli esperimenti riportati in questa tesi sono state utilizzate le 

linee cellulari HL-60 e NB4 indotte a differenziare in senso granulocitario. Tutti i reagenti 

impiegati, ove non diversamente indicato, sono stati forniti da Sigma (Sigma Chemicals, 

St Louis, MO). 

La linea cellulare HL-60 (ATCC CCL-240, Rockville, MD) è costituita da 

promielociti che, pur derivando da una paziente affetta da APL, non presentano la 

traslocazione cromosomica t(15;17) tipica di questa patologia (Breitman et al., 1980).  

La linea cellulare NB4, derivata da un paziente affetto da APL, è caratterizzata dalla 

tipica traslocazione t(15;17) ed è stata ottenuta dalla German Collection of 

Microorganism and Cell Cultures (Braunschweing, D). 

Entrambe le linee cellulari sono state coltivate in terreno RPMI-1640 (Bio Whittaker 

Europe, Cambrex Company, Verviers, B) addizionato di 10% di FBS (Foetal Bovine 

Serum) (Gibco Laboratories, Grand Islands, NY) e di 1% di penicillina/streptomicina 

(Bio Whittaker), in un ambiente umidificato contenente il 6% di CO2, ad una densità 

compresa tra 5x105/ml e 1,5x106/ ml. 

Il differenziamento granulocitario di entrambe le linee cellulari è stato indotto 

aggiungendo al terreno di coltura 1 µM ATRA  solubilizzato in etanolo assoluto, avendo 

cura che la concentrazione finale dell’alcool fosse comunque inferiore allo 0,1%, 

secondo quanto indicato da Lanotte e collaboratori (Lanotte et al., 1991). 

Una metodica classicamente descritta in letteratura e da noi utilizzata per 

monitorare il differenziamento granulocitario consiste nella valutazione dell’espressione 

dell’antigene di superficie CD11b. Per tale analisi, circa 5x105 cellule sono state 

centrifugate per 10 min a 850 rpm (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Milano, I), risospese 

in PBS contenente il 2% di FBS a 4°C e successivamente incubate per 1 h con un 

anticorpo anti-CD11b umano coniugato con ficoeritrina (PE) (Immunotech, Coulter, 

Marsiglia, F). L’eccesso di anticorpo fluorescente è stato eliminato mediante lavaggio 

con 1 ml di PBS freddo addizionato di 1% FBS. Il pellet cellulare è stato quindi risospeso 

in PBS e la fluorescenza associata alle cellule, corrispondente all’espressione del 

CD11b, è stata analizzata mediante citometro a flusso (FACScan, Beckton Dickinson, 
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San Josè, CA). I dati, raccolti su almeno 10.000 cellule, sono stati rappresentati come 

valore dell'intensità della fluorescenza cellulare media. 

Negli esperimenti nei quali è stata inibita la fosforilazione Syk-dipendente di Vav1, 

le cellule HL-60 e NB4 sono state trattate per 4 giorni con 1 µl/ml di Picetannolo, inibitore 

specifico della tirosina chinasi Syk, sia in condizioni di controllo che in presenza 

dell’agente differenziante. 

 

Down-modulazione dell’espressione di Vav1 mediante la 
tecnica del siRNA 

Per ridurre l’espressione della proteina Vav1 in entrambe le linee cellulari è stata 

impiegata la tecnica del siRNA (small interfering RNA), secondo una procedura messa a 

punto nel nostro laboratorio (Bertagnolo et al., 2005). Le sequenze di RNA a doppia elica 

sono state disegnate selezionando 4 regioni codificanti nel messaggero di Vav1 e 

seguendo le regole (sequenza generica del tipo AA(N19)dTdT con 2-desossitimine 

protrudenti in 3' e contenuto di ~50% in basi G/C) dettate dalla ditta produttrice (Qiagen, 

Milano, I).  

Il siRNA liofilizzato è stato solubilizzato in una soluzione sterile contenente 100 mM 

CH3COOK, 30 mM Hepes-KOH pH 7,4 e 2 mM (CH3COO)2Mg, mediante incubazione a 

90°C per 1 min e a 37°C per 14 min.  

A 24 h dalla semina, le cellule HL-60 e NB4 sono state transfettate con una miscela delle 

quattro sequenze di siRNA mediante elettroporazione secondo la seguente procedura: 8 

µg di siRNA sono stati aggiunti a 2x106 cellule in 100 µl di RPMI-1640 contenente 20% 

di FBS in cuvette per elettroporazione (4MM Cuvette W/IN, Gene Pulser, Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA). Le cellule sono state quindi elettroporate (250 V per 20 

msec o 30 msec con elettroporatore Electro Square Porator ECM 830, BTX, 

Genetronics, Inc, San Diego, CA), quindi diluite in 600 µl di RPMI-1640 contenente il 

20% di FBS. In parallelo, è stata effettuata una transfezione con sequenze di RNA non 

codificanti coniugate con fluoresceina, allo scopo di valutare, mediante analisi 

citofluorimetrica, l’efficienza di transfezione, che è risultata essere di circa il 60% nella 

maggior parte degli esperimenti.  

Le cellule, a 5 h dalla transfezione, sono state trattate con ATRA e dopo 96 h sono state 

sottoposte ad analisi immunochimica per valutare l’avvenuto silentamento di Vav1, ad 

analisi citofluorimetrica dell’antigene di superficie CD11b, per valutare il livello di 
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differenziamento raggiunto, nonchè ad analisi proteomica. 

 

Elettroforesi bidimensionale 

L’elettroforesi bidimensionale  è una tecnica di separazione su gel che consente di 

risolvere diverse centinaia di proteine alla volta sfruttando una duplice separazione delle 

miscele complesse. La prima separazione opera in funzione del punto isoelettrico, la 

seconda consente di separare le proteine in base al loro peso molecolare, originando 

una mappa di spot corrispondenti a proteine che possono essere identificate e 

caratterizzate.  

 

Preparazione del campione 

Le cellule sono state centrifugate a 900 rpm (Megafuge 2.0 R, Heraeus 

Instruments, Milano, I) per 10 min a 4°C e il pellet è stato lavato due volte con 10 mM 

Tris-HCl, pH 7,4 contenente 250 mM saccarosio, per eliminare l’eccesso di sali che 

interferiscono con la separazione in prima dimensione. Le cellule sono state quindi 

lisate in tampone di solubilizzazione TSU (7 M Urea, 2 M Tiourea, 4% CHAPS, 1% DTT 

e 0,8% Anfoline pH 3-10) addizionato di inibitori delle proteasi (HALTTM Protease 

Inhibitor Cocktail, EDTA-Free  Pierce, Rockford, IL) e di inibitori di RNAsi e DNAsi 

(Benzonase® Nuclease, Novagen EMD Biosciences, Darmstadt, D). Dopo 30 min di 

incubazione a 30°C per favorire l’attività degli inibitori, il lisato cellulare è stato sonicato 

in bagnetto ad ultrasuoni (due cicli da 15 min) quindi chiarificato mediante 

centrifugazione a 13.000 rpm (Biofuge Fresco, Heraeus Instruments) per 60 min a 4°C. 

Il dosaggio proteico del supernatante è stato effettuato utilizzando il BioRad Protein 

Assay (Bio-Rad), seguendo le istruzioni del fornitore.  

 

Isoelettrofocalizzazione 

Negli esperimenti di proteomica, la preparazione del campione è seguita dalla 

isoelettrofocalizzazione (isoelectrofocusing, IEF). L’IEF è effettuata utilizzando supporti 

di plastica su cui sono adese strisce di gel di poliacrilammide (strip) contenenti carrier 

anfolitici o immobiline (IPG) in grado di creare un gradiente di pH.   

Negli esperimenti riportati in questa tesi, l’IEF è stata effettuata utilizzando strips di 17 

cm (Bio-Rad) a intervallo di pH 4-7 e la separazione delle proteine è stata ottenuta con 

l’ausilio del PROTEAN IEF cell (Bio-Rad), secondo una procedura messa a punto nel 
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nostro laboratorio (Bertagnolo et al., 2008). In particolare, è stata eseguita una 

reidratazione attiva della strip a 50 V per 16 h, è stato quindi applicato un voltaggio di 

500 V per 30 min, di 1.000 V per 30 min, di 5.000 V per 1 h, di 10.000 V per 1 h ed 

infine di 10.000 V per 8 h per un totale di 80 kVh (prodotto del voltaggio erogato per il 

tempo di erogazione). 

 

Separazione elettroforetica ed analisi delle mappe proteiche 

Prima di effettuare la separazione delle proteine in base al peso molecolare (SDS-

PAGE), si è proceduto a ridurre ed alchilare le proteine stesse. Le strips sono state 

pertanto incubate dapprima con un tampone di equilibrazione (6 M Urea, 2% SDS, 5 

mM Tris HCl, pH 8,6 e 30% glicerolo) contenente 125 mM DTT per 15 min a 

temperatura ambiente, quindi con lo stesso tampone di equilibrazione aggiunto di  250 

mM  iodoacetamide (IAA) per 8 min. 

Le strip sono state applicate ad un gel di poliacrilammide al 12% e, previa erogazione di 

45 mA per 30 min per ogni gel sottoposto a migrazione, la separazione delle proteine è 

avvenuta a 8 mA per gel. 

Dopo la separazione in seconda dimensione, gli spots proteici sono stati visualizzati  

tramite colorazione del gel di poliacrilammide con Blu Coomassie colloidale. La 

soluzione madre era costituita da 10% H3PO4 (Analar, BDM Chemicals LTD, Poole, 

UK), 10% (NH4)2SO4 e 0,12% Coomassie Brilliant Blue G-250. Al momento dell’uso, la 

soluzione colloidale è stata diluita con il 20% di metanolo. Il gel è stato sottoposto a 

colorazione over-night a 4°C e l’eccesso di colorante è stato quindi rimosso con lavaggi 

in acqua bidistillata.  

L’aquisizione dei gels bidimensionali colorati con Blue Coomassie colloidale è stata 

effettuata con densitometro GS-800 (Bio-Rad). Le immagini sono state analizzate 

utilizzando il programma PDQuest Basic Version 8.0 software (Bio-Rad), allo scopo di 

individuare spots la cui intensità variava nelle diverse condizioni sperimentali. 

In particolare, la densità di ogni spot è stata normalizzata secondo la densità totale degli 

spots validi oppure, quando erano presenti spots con densità che raggiungeva il livello 

di saturazione, secondo la densità dell’intera immagine.  

Inizialmente, il software ha eseguito un appaiamento automatico degli spots presenti su 

due mappe a confronto e l’analisi è proseguita con il calcolo delle differenze quantitative 

tra spots presenti in entrambe le mappe. Gli spots con differenze di espressione pari al 

doppio in intensità sono stati considerati significativi e sottoposti a spettrometria di 
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massa.  

 

Spettrometria di massa per l’identificazione delle proteine 
dopo elettroforesi bidimensionale 

Gli spots selezionati sono stati excisi dal gel in condizioni di sterilità, immersi in 

acqua acidula (5% CH3COOH) e sottoposti a digestione triptica, secondo quanto 

descritto da Bottino et al. (2003). Brevemente, la digestione è stata effettuata overnight 

a 37°C in un tampone contenente 100 mM (NH4)HCO3, 1 mM CaCl2 a pH 8,9, 30% 

C2H3N e 5 µL di una soluzione di tripsina concentrata (200 µg/mL). Dopo 

centrifugazione, il supernatante è stato recuperato e portato a secco mediante una 

pompa a vuoto (Savant Instrument, Inc., Farmingdale, NY) per ridurre la concentrazione 

di C2H3N e, in seguito, sono stati aggiunti 30 µL di una soluzione allo 0,25% di HCOOH. 

Le analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF (MatriX-Assisted Laser Desorption 

Ionization-Time Of Flight) sono state eseguite dal gruppo del Dott. Candiano presso 

l’Ospedale Gaslini di Genova, come descritto da Musante e collaboratori (Musante et 

al., 2006). In particolare, è stato utilizzato uno spettrometro di massa “LTQ linear trap” 

(Thermo Electron, San José, CA) associato ad un HPLC Surveyor (Thermo Electron). I 

peptidi sono stati eluiti dalla colonna utilizzando un gradiente di C2H3N. 

I valori di massa dei peptidi ottenuti, insieme ad altri parametri quali il tipo di 

proteasi utilizzata per l’idrolisi, sono stati introdotti nel software SEQUEST (Thermo 

Electron) all’interno del “IPI Human protein database”, per identificare le proteine di 

provenienza. 

 

Separazione di proteine in funzione del loro pH 

La separazione in base al punto isoelettrico in fase liquida delle proteine cellulari è 

stata ottenuta utilizzando l’apparato MicroRotofor (Bio-Rad). 

In breve, le membrane a scambio ionico sono state dapprima equilibrate overnight con 

l’appropriata soluzione elettrolitica: all’anodo si utilizza una soluzione di 0,1 M NaOH 

mentre al catodo si utilizza una soluzione 0,1 M di H3PO4,  così da ottenere un intervallo 

di pH compreso tra 3 e 10 in cui separare il campione.  

Il pellet cellulare, lavato due volte con una soluzione contenente 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 

e 250 mM saccarosio e sucessivamente solubilizzato in un tampone costituito da 7 M 
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UREA, 2 M Tiourea, 4% CHAPS e 1% DTT, è stato caricato nella camera centrale delle 

10 di cui dispone lo strumento.  

Per ogni condizione sperimentale sono stati sottoposti a separazione 2,5 µg di proteine 

e il volume di 2,5 ml, che corrisponde alla capienza delle camere, è stato raggiunto 

aggiungendo al campione il tampone precedentemete utilizzato per risospendere le 

proteine addizionato di 0,8% Anfoline pH 3-10 (Bio-Rad).  

Le membrane sono state collegate agli elettrodi e, dopo assemblaggio della camera di 

“focusing”, l’IEF è stata eseguita alla potenza costante di 1 W con voltaggio variabile tra 

100 e 350 V per circa 3 h. La successiva connessione con una pompa a vuoto ha 

consentito l’eluizione di 10 frazioni contenenti ognuna proteine con punto isolettrico in 

un range di pH pari a 0,7.  

Le proteine presenti nelle 10 frazioni così ottenute sono state fatte precipitare in 

seguito all’aggiunta di 4 volumi di una soluzione di acetone: metanolo (12:1) e 

incubazione  overnight a -20°C. I campioni sono stati quindi centrifugati a 10.000 rpm 

(Biofuge Fresco)  per 15 min a 4°C e il pellet proteico è stato risospeso in tampone 

Laemmli e sottoposto a separazione elettroforetica su gel di poliacrilammide al 7,5%, in 

condizioni denaturanti.  

Il gel è stato trasferito su membrana di nitrocellulosa, a sua volta colorata con il 

colorante Ponceau (2 g/L Ponceau, 30 g/L acido tricloroacetico e 30 g/L acido sulfo-

salicilico).  

 

Immunoprecipitazione di Vav1 

Il pellet ottenuto da circa 10x106 cellule, dopo lavaggio con PBS addizionato di 

Na3VO4, è stato risospeso in un tampone di lisi costituito da 50 mM Tris HCl, pH 7,4, 1% 

NP-40, 0,25% sodio deossicolato, 150 mM NaCl e 1 mM EGTA, addizionato di inibitori 

delle proteasi (0,5 mM PMSF, 1 µg/ml Aprotinina, 1µg/ml Leupeptina e 1 mM Na3VO4) e 

incubato 1 h a 4°C in agitatore rotante. Successivamente, il campione è stato sottoposto 

a centrifugazione in microfuge refrigerata a 14.000 rpm per 15 min (Biofuge Fresco) al 

fine di rimuovere il materiale non solubilizzato. I supernatanti sono stati incubati 

overnight a 4°C con l’anticorpo anti-Vav1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) in 

agitatore rotante. Successivamente all’aggiunta di proteina A-Sefarosio (Pharmacia, 

Uppsala, S), i campioni sono stati nuovamente incubati per 1 h e 30 min a 4°C in 

agitatore rotante, quindi centrifugati per 5 min a 4.500 rpm (Megafuge 2.0 R), allo scopo 
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di far sedimentare gli immunocomplessi costituiti dalla molecola in esame, dall’anticorpo 

diretto contro di essa e dalla proteina A legata al Sefarosio e associata all’anticorpo.  

Vav1 è stato immunoprecipitato anche dalle 10 frazioni ottenute mediante IEF in fase 

liquida, mediante incubazione con l’anticorpo specifico seguita da aggiunta di proteina A-

Sefarosio. 

Gli immunoprecipitati sono stati successivamente lavati per tre volte con PBS 

addizionato degli inibitori delle proteasi, centrifugati a 4.500 rpm per 5 min (Megafuge 2.0 

R) ed infine risospesi in tampone Laemmli e sottoposti a separazione elettroforetica su 

gel di poliacrilammide al 7,5%, in condizioni denaturanti. Dopo migrazione, le proteine 

sono state evidenziate mediante colorazione del gel con Blu Coomassie colloidale, come 

sopra riportato. 

 

Spettrometria di massa per l’identificazione delle tirosine 
fosforilate di Vav1 

Le bande corrispondenti alla proteina Vav1 immunoprecipitata sia da lisato cellulare 

totale che dalle frazioni ottenute mediante MicroRotofor sono state excise dal gel e 

sottoposte a spettrometria di massa (Laboratorio di Proteomica del Prof. Urbani della 

Fondazione Santa Lucia di Roma). In particolare, i frammenti di gel sono stati decolorati 

e le proteine in essi contenute sono state ridotte e alchilate usando una soluzione di 

DTT 10 mM e iodoacetamide 55 mM, quindi sottoposte a digestione con un gradiente di 

tripsina (Promega, Madison, WI) a 37°C. Dopo incubazione overnight, gli spettri di 

massa sono stati acquisiti con lo spettrometro Ultraflex III MALDI TOF/TOF (Bruker-

Daltonics, Bremen, D) e processati usando il software FlexAnalysis (Bruker Daltonics). 

La ricerca in database è stata eseguita con l’algoritmo MASCOT_2.2.03 

(www.matrixscience.com) consultando il database NCBInr_ 20080912 e restringendo la 

ricerca al gruppo Homo sapiens (216740 sequenze). 

 

Mutagenesi sito-specifica 

Grazie alla tecnica di mutagenesi sito-specifica, le triplette codificanti per i quattro 

residui tirosinici 672, 711, 727, 745 presenti nel dominio SH2 della proteina Vav1 

umana sono state selettivamente mutate nelle triplette codificanti per l’aminoacido 

fenilalanina. Le mutazioni sono state effettuate nel plasmide pEF Vav-myc contenente 

l’intera sequenza codificante per Vav1 umano fusa con una sequenza codificante per 
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un frammento della proteina myc (Dott.ssa Germani, ICGM-Hopital Cochin-Inserm, 

Parigi, F, utilizzando il kit QuickChange XL II site-directed mutagenesis (Stratagene, La 

Jolla, CA) seguendo le istruzioni del fornitore.  

In particolare, sono state utilizzate le seguenti coppie di primers: primer I (5’- CTG TTC 

ATC TCT GGT TCG CAG GCC CCA TGG AG -3’) e primer II (5'-CTC CAT GGG GCC 

TGC GAA CCA GAG ATG AAC AG -3’) per ottenere la mutazione Y672F;  primer III (5'- 

GCC ATC AGC ATT AAA TTT AAC GTC GAG GTC AAG CAC -3’) e primer IV (5'-GTG 

CTT GAC CTC GAC GTT AAA TTT AAT GCT GAT GGC-3’) per produrre la mutazione 

Y711F; primer V (5’-CAG CAG AAG GAC TGT TCC GGA TCA CAG AGA AAA AG- 3’) 

e primer VI (5'-CTT TTT CTC TGT GAT CCG GAA CAG TCC TTC TGC TG-3’) per la 

mutazione Y727F ed infine il primer VII (5’- GGA GCT GGT GGA GTT TTT CCA GCA 

GAA CTC TC-3’) e il primer VIII (5’- GAG AGT TCT GCT GGA AAA ACT CCA CCA 

GCT CC- 3’) per generare la mutazione Y745F. Tutte le mutazioni sono state verificate  

sequenziando il DNA. 

Cellule XL 10-Gold ultracompetenti (Stratagene) sono state trasformate con vettori 

mutati. Per isolare una grande quantità di DNA plasmidico è sato utilizzato il kit 

PureYield Plasmid Maxiprep System (Promega) seguendo le istruzioni del fornitore. 

La realizzazione dei costrutti è stata effettuata in collaborazione con il Dott. Bavelloni 

del Laboratorio di Biologia Cellulare e Microscopia Elettronica degli Istituti Ortopedici 

Rizzoli di Bologna. 

 

Over-espressione delle forme mutate in tirosina della 
proteina Vav1 

Allo scopo di stabilire un’eventuale ruolo nel processo maturativo dei residui 

tirosinici di Vav1 in esame, le cellule HL-60 e NB4 sono state transfettate in modo 

transiente con i 4 costrutti plasmidici contenenti il gene umano di Vav1 mutato nelle 

triplette codificanti per le tirosine 672, 711, 727 e 745, rispettivamente.  Per la procedura 

di transfezione, 5x106 cellule, a 24 h dalla semina, sono state diluite in 400 µl di RPMI-

1640 addizionato di 20% FBS, trasferite in cuvetta per elettroporazione (4MM Cuvette 

W/IN, Gene Pulser, Bio-Rad Laboratories) e aggiunte di 10 µg di DNA risospeso in 

soluzione TE (10 mM Tris-HCl, pH 7,4 e 1mM EDTA). Per individuare le cellule over-

esprimenti Vav1 mutato, la transfezione è avvenuta incubando le cellule con una miscela 

di DNA costituita da 9 parti di un costrutto codificante per Vav1 mutato e da 1 parte di un 
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costrutto codificante per la proteina fluorescente EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein). L’elettroporazione è avvenuta come sopra descritto per la procedura di 

silenziamento, dopodichè le cellule sono state risospese in 8 ml di terreno RPMI-1640 

addizionato di 20% FBS. Dopo 5 h di coltura a 37°C in 6% CO2, le cellule sono state 

raccolte, centrifugate e risospese in terreno di coltura fresco addizionato di 10% FBS e 

trattate con 1 µM ATRA per 72 h. Le cellule over-esprimenti i diversi costrutti sono state 

quindi sottoposte ad analisi immunochimica e ad analisi citofluorimetrica dell’antigene di 

superficie CD11b, nonché a saggi di migrazione, per valutare il livello di differenziamento 

granulocitario raggiunto. 

 

Saggio di migrazione cellulare  
 

Per analizzare la capacità di migrazione cellulare sono state utilizzate piastre da 

24 pozzetti dotate di inserti che includono una membrana di policarbonato del diametro 

di 6,5 mm, con pori della dimensione di 8 µm (Costar, Boddenheim, D).  

In particolare, 2x105 cellule, risospese in 100 µl di RPMI-1640 addizionato di 2% FBS, 

sono state collocate sull’inserto così da poter attraversare la membrana e raggiungere il 

compartimento inferiore della camera di migrazione in seguito all’azione 

chemioattraente di 600 µl di terreno addizionato di 25% di FBS. Dopo 6 h di 

incubazione, sia le cellule nel comparto superiore che quelle migrate nella camera 

inferiore sono state rimosse e contate mediante l’utilizzo di un emocitometro.  

Per quanto riguarda le cellule sottoposte a transfezione, la percentuale di cellule verdi, 

over-esprimenti i costrutti mutati di Vav1, presenti nelle sospensioni cellulari delle 

camere superiore ed inferiore, è stata determinata mediante citometria a flusso.  

 

Analisi immunochimica   

Dopo separazione elettroforetica monodimensionale di lisati cellulari ed 

immunoprecipitati, le proteine sono state trasferite su membrana di nitrocellulosa 

(Hybond-C, Amersham Life Science, Little Chalfont, UK). 

Per la rilevazione dei residui fosforilati delle tirosine è stato utilizzato l’anticorpo  

anti P-Tyr. La procedura prevede la saturazione della membrana di nitrocellulosa per 1 

h con una soluzione di TBS 1X  contenente il 3%  di BSA. La membrana viene quindi 

fatta reagire con l’anticorpo primario (PY20, Transduction Laboratories, Lexington, KY) 
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diluito 1:1000 in TBS, 1% Tween-20 e 0,1% BSA, per 2 h. Trascorso tale intervallo di 

tempo, si eseguono tre lavaggi da 5 min con TBS contenente lo 0,05% di Tween-20. Si 

procede infine con l’incubazione con l’anticorpo secondario diluito 1:2000 in una 

soluzione di TBS contenente 0,1% Tween-20 e 0,1% BSA per 45 min.  

Per quanto riguarda l’immunorilevazione delle proteine Vav1, 14-3-3ε, α-enolase e p-

Vav174 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e p160Vav (Abcam Ltd, 

Cambridge, UK), la procedura prevede l’incubazione della membrana per 1 h con una 

soluzione di TBS contenente 0,05% Tween-20 e 5% latte, allo scopo di saturare i siti di 

legame aspecifici, e la successiva incubazione “overnight” con l’anticorpo primario 

diluito 1:1000. La membrana, dopo opportuni lavaggi con TBS addizionato di 0,05% di 

Tween-20, viene quindi incubata con l’anticorpo secondario coniugato con l’enzima 

perossidasi alla diluizione di 1:2000. 

Per verificare l’uguaglianza di carica proteica, le membrane sono state analizzate per il 

contenuto di β-tubulina. La procedura prevede l’incubazione della membrana di 

nitrocellulosa per 1 h con una soluzione di PBS contenente 3% BSA, seguita da 2 h di 

incubazione con l’anticorpo primario diluito 1:1000 e, dopo opportuni lavaggi con PBS  

contenente lo 0,1% di Tween-20, l’incubazione con l’adeguato anticorpo secondario 

coniugato con l’enzima perossidasi. La medesima procedura è stata utilizzata per 

l’immunorivelazione dell’actina e dell’α-tubulina. 

Il complesso proteina/anticorpo-primario/anticorpo-secondario viene infine rilevato 

mediante l’utilizzo di un sistema chemiluminescente (NEN Life Science Products, Inc., 

Boston, MA) e autoradiografia su lastra (Kodak X-Omat AR Film).  

Le lastre sono state acquisite mediante densitometro Agfa Duoscan T1200 (Agfa 

Graphics s.r.l., Milano, I) e l’analisi densitometrica degli autoradiogrammi è stata 

eseguita utilizzando il programma ImageQuant TL  program (Amersham Bioscience, 

Uppsala, S). 

Per rendere le membrane di nitrocellulosa disponibili a successive reazioni con i diversi 

anticorpi è stato necessario asportare il complesso anticorpo primario/anticorpo 

secondario mediante incubazione a 50°C per 10 min con una soluzione di “stripping” 

costituita da 100 mM β-mercaptoetanolo, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 e 2% SDS, seguita 

da lavaggio in TBS contenente lo 0,1% di Tween-20 per 10 min. 
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Analisi statistiche  

I risultati sono stati espressi come media di tre o più esperimenti ± la deviazione 

standard, che in genere non superava il 10%. 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 

 
Vav1 modula l’espressione proteica durante il 
differenziamento ATRA-indotto dei promielociti tumorali 
APL-derivati 
 

Il modello sperimentale sul quale sono stati effettuati gli esperimenti riportati in 

questa tesi è costituito da cellule HL-60 e NB4 indotte a differenziare in presenza di 1 

µM ATRA per 4 giorni.  Un primo gruppo di esperimenti ha avuto lo scopo di stabilire se 

Vav1 sia coinvolto nella regolazione del pool proteico attraverso il quale l’ATRA 

completa il processo maturativo di precursori APL-derivati. E’ stata pertanto condotta 

un’analisi proteomica di cellule HL-60 e NB4 indotte a differenziare in presenza di ridotta 

quantità o fosforilazione tirosinica della proteina. 

Come dimostrato precedentemente dal nostro gruppo di ricerca, in seguito al 

trattamento con ATRA, in entrambe le linee cellulari, Vav1 aumenta in quantità e 

fosforilazione tirosinica (Fig. 13). La somministrazione di Picetannolo, inibitore 

farmacologico specifico per la tirosina chinasi Syk, durante il trattamento differenziante, 

riduce significativamente i livelli di fosforilazione della proteina (Fig.13). 

 

 

 

 

 

Figura 13. Lisati cellulari da cellule HL-60 e NB4 coltivate in presenza (+) o meno (-) di ATRA e/o 
Picetannolo sono stati sottoposti ad analisi immunochimica con gli anticorpi indicati. L’ibridazione con 
l’anticorpo anti-β-tubulina ha consentito di verificare l’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi 
densitometrica è stata riportata sotto forma di unità arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 
diversi esperimenti. 
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L’aumento di Vav1 indotto dall’ATRA è stato contrastato mediante l’inibizione della 

traduzione del suo messaggero utilizzando la tecnica del siRNA. L’effettiva riduzione 

della proteina nel corso del trattamento differenziante è stata verificata, in entrambe le 

linee cellulari, mediante analisi immunochimica  con l’anticorpo diretto contro Vav1  (Fig.  

14).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’analisi mediante citometria a flusso dell’espressione dell’antigene di superficie CD11b 

ha consentito di valutare i livelli di differenziamento raggiunti da cellule nelle quali la 

quantità o la fosforilazione tirosinica di Vav1 sono state down-modulate (Fig. 15).  
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Figura 14. Lisati cellulari ottenuti da cellule HL-60 e NB4 soggette a down-modulazione 
dell’espressione di Vav1 (siRNA) coltivate in presenza (+) o meno (-) di ATRA sono stati sottoposti ad 
analisi immunochimica con gli anticorpi indicati. L’ibridazione con l’anticorpo anti-β-tubulina ha 
consentito di verificare l’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi densitometrica è stata riportata 
sotto forma di unità arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 

 C    siRNA        C    siRNA  

ATRA  - ++++ - ++++ ---- ++++ ---- ++++ 

WB: Vav1 

WB: ββββ-tubulin 

 C    siRNA        C    siRNA  

HL-60 NB4 

a.u. 22.5 8.8 35.8 12.5 27.8 14.1 40.5 22.2 

a.u. 33.4 35.3 38.9 40.8 42.5 42.3 41.2 40.1 

Figura 15. Valutazione citofluorimetrica dell’espressione dell’antigene di superficie CD11b in cellule 
HL-60 e NB4 coltivate in condizione di  controllo,  sottoposte a down-modulazione dell’espressione 
(siRNA) o della fosforilazione (Piceatannol) di Vav1 nel corso del differenziamento con ATRA. I dati 
sono rappresentativi di tre esperimenti. Gli asterischi rappresentano valori significativamente diversi. 
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Come atteso, il livello di differenziamento raggiunto da cellule indotte a maturare in 

presenza di una ridotta quantità di Vav1 è significativamente ridotto (Fig.15). Al 

contrario, la riduzione della fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1 non incide  

significativamente sul livello di differenziamento granulocitario raggiunto da entrambe le 

linee cellulari (Fig. 15), confermando dati ottenuti precedentemente dal nostro gruppo di 

ricerca. 

Allo scopo di stabilire se Vav1 è coinvolto nella modulazione dell’espressione del 

pool proteico ATRA-indotto, lisati cellulari nelle diverse condizioni sperimentali sono 

stati sottoposti ad elettroforesi bidimensionale ed analisi delle mappe proteiche, 

secondo quanto riportato nella sezione “Materiali e Metodi”. 

Negli esperimenti preliminari, per la realizzazione della focalizzazione isoelettrica delle 

proteine è stato utilizzato un intervallo di pH compreso fra 3 e 10. Poiché la maggior 

parte degli spots proteici era localizzata nella regione centrale di pH (dati non mostrati), 

gli esperimenti successivi e presentati in questa tesi sono stati compiuti usando un 

intervallo di pH, più ristretto, compreso tra 4 e 7.  

All’isoelettrofocalizzazione è seguita la separazione elettroforetica e, dopo colorazione 

dei gels di poliacrilammide con Blu Coomassie colloidale, questi ultimi sono stati 

acquisiti mediante densitometro e le mappe proteiche così ottenute sono state valutate 

con un software dedicato (PDQuest), come descritto nella sezione “Materiali e Metodi”.  

Le Figure 16 ed 17 riportano, rispettivamente, un esempio di separazione 

bidimensionale di proteine da cellule HL-60 e NB4 differenziate con ATRA, in presenza 

di una ridotta quantità o fosforilazione tirosinica di Vav1. 

In ogni gel, sono stati rintracciati fino a 500 spots dei quali, dopo normalizzazione e 

pulizia delle mappe, 350 sono stati sottoposti all’analisi mediante PDQuest. Gli spots 

selezionati, nelle diverse condizioni sperimentali, sono stati paragonati per individuare 

quelli corrispondenti a proteine la cui espressione mostrava un alto grado di variabilità 

(200% o più). 

Dopo analisi di esperimenti multipli (n = 3), per ogni linea cellulare sono stati individuati 

23 spots che comprendevano 3 proteine la cui espressione appariva costante e 20 la 

cui quantità si modificava significativamente nelle diverse condizioni sperimentali. Gli 

spots sono stati quindi prelevati dal gel, sottoposti a digestione triptica delle proteine e i 

peptidi così ottenuti sono stati analizzati mediante spettrometria di massa presso il 

laboratorio del Dr. Candiano all’ospedale Gaslini di Genova.   

In seguito all’indagine con un programma specifico all’interno del database umano IPI, 
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sono stati identificate con certezza 12 proteine sia nelle cellule HL-60 (Fig. 16) che nelle 

cellule NB4 (Fig. 17). Di queste, per ogni linea cellulare, 3 corrispondevano alle proteine 

i cui spots apparivano di intensità costante e sono state identificate come actina (Fig. 

16, 17, spot 1) calreticulina (Fig. 16, 17, spot 2), e cofilina-1 (Fig. 16, 17, spot 3).  

Tutte le proteine identificate, insieme alle caratteristiche che ne hanno consentito 

l’identificazione e al loro ruolo funzionale, sono riportate in Tabella 3 e 4, 

rispettivamente per la linea cellulare HL-60 e NB4. 

E’ possibile osservare come nella linea cellulare HL-60, quando l’espressione di Vav1 è 

stata down-modulata durante il trattamento con ATRA, 5 proteine aumentano (Tabella 3 

e Fig. 16, spots 4-8) e 4 diminuiscono (Tabella 3 e Fig. 16, spots 9-12) la loro 

espressione. Anche nella linea cellulare NB4 sono state identificate 5 proteine che 

aumentano la loro espressione (Tabella 4 e Fig. 17, spots 4, 6, 13-15) e 4 la cui 

quantità diminuisce (Tabella 4 e Fig. 17, spots 9, 12, 16, 17).   

Quando la fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1 è specificatamente inibita 

grazie alla somministrazione dell’inibitore farmacologico Picetannolo, solo una proteina, 

l’α-tubulina, appare down-modulata in entrambe le linee cellulari. E’ interessante notare 

come l‘α-tubulina appaia invece up-regolata quando l’espressione di Vav1 è ridotta 

mediante il silenziamento del suo messaggero (Tabelle 3, 4 e Fig. 16, 17, spot 6).  

Questo suggerisce che la fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1 non sia 

coinvolta nella modulazione in toto di proteine ma regoli più specificatamente 

l’espressione di proteine appartenenti al citoscheletro. Questo risultato supporta dati 

precedenti del nostro gruppo di ricerca che riportano come la fosforilazione tirosinica di 

Vav1 sia cruciale per ottenere le modifiche della morfologia nucleare che si verificano 

nel differenziamento ATRA-indotto di promielociti APL-derivati (Bertagnolo et al., 2001 

b). 
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Figura 16. Elettroforesi bidimensionale di lisato totale di cellule HL-60 differenziate per 4 giorni con ATRA in 
condizioni di ridotta espressione (siRNA+ATRA) o fosforilazione tirosinica (Piceatannol+ATRA) di Vav1. Le 
proteine sono state separate nella prima dimensione secondo il gradiente di pH 4-7. La seconda dimensione ha 
consentito di separare proteine di peso molecolare compreso tra 15 e 150 KDa. Le mappe sono rappresentative 
di 3 esperimenti. 
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Figura 17. Elettroforesi bidimensionale di lisato totale di cellule NB4 differenziate per 4 giorni con ATRA in 
condizioni di ridotta espressione (siRNA+ATRA) o fosforilazione tirosinica (Piceatannol+ATRA) di Vav1. Le 
proteine sono state separate nella prima dimensione secondo il gradiente di pH 4-7. La seconda dimensione ha 
consentito di separare proteine di peso molecolare compreso tra 15 e 150 KDa. Le mappe sono rappresentative 
di 3 esperimenti. 
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Come riportato nelle Tabelle 3 e 4, in base al loro ruolo funzionale principale le 

proteine identificate includono enzimi, proteine legate al ciclo cellulare e all’apoptosi, 

molecole coinvolte nella sintesi, folding e degradazione di proteine stesse e proteine del 

citoscheletro. 

 

 
Tabella 3. Proteine diversamente espresse in cellule HL-60 in cui l’espressione o la fosforilazione tirosinica di Vav1 è stata down-
regolata durante il  trattamento con ATRA. 

 
 

Conditions 
 

 
Spot 
n° 

 
Protein name 

 
Swiss Prot. 
Accession 

N° 

 
Score 

 
Coverage 

(%) 

 
Peptide 

probability 

 
Peptide 
(Hits) 

 
Function 

 
 
 
 
 

Up 

 
4 
5 
 
6 
7 
 
8 

 
14-3-3 protein epsilon  
Proliferating cell nuclear 
antigen  
Tubulin alpha-chain 
Proteasome subunit alpha 
type 5 
Elongation factor 1-beta 

 
P62258 
P12004 

 
P68366 
P28066 

 
 P24534 

 
166.39 
168.31 

 
138.30 
46.27 

 
46.29 

 
44.70 
51.00 

 
27.00 
14.50 

 
24.60 

 
2.30E-13 
8.45E-11 

 
9.90E-11 
2.78E-05 

 
3.59E-11 

 
43 
46 
 

41 
9 
 

34 
 

 
Cell cycle, apoptosis 
Cell cycle, apoptosis 
 
Cell structure-cytoskeleton 
Protein degradation 
 
Protein synthesis and 
folding 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

siRNA 
  

 
 
 
 
Down 

 
9 
10 
 

11 
 

12 

 
Alpha-enolase 
Hypothetical protein 
FLJ25678 
Proliferation-associated 
protein 2G4     
Splice Isoform 2 of 
Proteasome subunit alpha 
type 3 
 

 
P06733 
P00491 

 
Q9UQ80 

 
P25788 

 
100.33 
144.32 

 
206.33 

 
30.20 

 

 
32.10 
38.90 

 
47.10 

 
12.60 

 
2.22E-15 
4.56E-10 

 
4.00E-11 

 
1.53E-06 

 
34 
34 
 

51 
 
5 

 
Enzymes 
Enzymes 
 
Cell cycle, apoptosis 
 
Protein degradation 
 

  
Piceatannol 

 
Down 

 
6 

 
Tubulin alpha-chain 

 
P68366 

 
138.30 

 
27.00 

 
9.90E-11 

 
41 
 

 
Cell structure-cytoskeleton 

 
Tabella 4. Proteine diversamente espresse in cellule NB4 in cui l’espressione o la fosforilazione tirosinica di Vav1 è stata down-
regolata durante il  trattamento con ATRA. 

 
 

Conditions 
 

 
Spot 
n° 

 
Protein name 

 

 
Swiss Prot.  
Accession 

N° 

 
Score 

 
Coverage  

(%) 

 
Peptide 

probability 

 
Peptide 
(Hits) 

 
Function 

 
 
 
 
 
Up 

 
4 
6 
13 
 
 

14 
 
 

15 

 
14-3-3 protein epsilon 
Tubulin alpha-chain 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein  C-
like 1   
Serine-threonine kinase 
receptor-associated 
protein  
Eukaryotic initiation 
factor 4A-I 

 
P62258 
P68366 
O60812 

 
 

Q9Y3F4 
 
 

P60842 

 
166.39 
138.30 
72.25 

 
 

150.32 
 
 

154.30 

 
44.70 
27.00 
20.50 

 
 

42.90 
 
 

40.90 
 

 
2.30E-13 
9.90E-11 
4.90E-07 

 
 

4.19E-12 
 
 

5.00E-09 

 
43 
41 
20 
 
 

42 
 
 

55 
 

 
Cell cycle, apoptosis 
Cell structure-cytoskeleton 
Protein synthesis and 
folding 
 
Enzymes 
 
 
Protein synthesis and 
folding 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

siRNA 
  

 
 
 
Down 

 
9 
12 
 
 

16 
17 

 
Alpha-enolase 
Splice Isoform 2 of 
Proteasome subunit 
alpha type 3 
RcTPI1  
Splicing factor, arg/ser 
rich 3 

 
P06733 
P25788 

 
 

Q2QD09a) 

P84103 

 
100.33 
30.20 

 
 

96.26 
40.16 

 
32.10 
12.60 

 
 

24.10 
18.90 

 
2.22E-15 
1.53E-06 

 
 

3.76E-08 
4.55E-06 

 
34 
5 
 
 

27 
9 
 

 
Enzymes 
Protein degradation 
 
 
Enzymes 
Protein synthesis and 
folding 
 

 
Piceatannol 
 

 
Down 

 
6 

 
Tubulin alpha-chain 

 
P68366 

 
138.30 

 
27.00 

 
9.90E-11 

 
41 

 
Cell structure-cytoskeleton 

 
a)Tremble accession number 
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L’espressione di alcune proteine si modifica in entrambe le linee cellulari in seguito alla 

down-modulazione di Vav1 durante il differenziamento con ATRA. Queste proteine, 

riportate in Tabella 5 insieme al loro ruolo principale, sono la 14-3-3ε (Fig. 16, 17, spot 

4) e l‘α-tubulina (Fig. 16, 17, spot 6), che aumentano la loro espressione e l’α-enolase 

(Fig. 16, 17, spot 9) e l’isoforma 2 della subunità α3 del proteasoma (Fig. 16, 17, spot 

12), i cui livelli di espressione diminuiscono. 

 

 
Tabella 5. Proteine diversamente espresse sia nella linea cellulare HL-60 che NB4 quando l’espressione o la fosforilazione 
tirosinica di Vav1 è stata down-regolata durante il trattamento con ATRA. 

 

 
Conditions 

  
Protein Name 

 
Known function 

 
Up 

 
14-3-3 protein epsilon 
Tubulin alpha-chain 

 
Cell cycle, apoptosis 
Cell structure-cytoskeleton 

 
 

siRNA 

 
 

Down 
 
Alpha-enolase  
Splice Isoform 2 of Proteasome subunit alpha type 3 

 
Enzymes 
Protein degradation 
 

 
Piceatannol 

 
Down 

 
Tubulin alpha-chain 

 
Cell structure-cytoskeleton 

 

 

I risultati ottenuti mediante gli esperimenti di proteomica sono stati validati 

attraverso analisi immunochimica eseguita su cellule HL-60 e NB4 indotte a 

differenziare nelle medesime condizioni sperimentali. A tale scopo, tra le proteine 

identificate sono state selezionate quelle che variavano in entrambe le linee cellulari e 

per le quali esiste un anticorpo disponibile commercialmente. E’ stata pertanto 

effettuata l’analisi immunochimica delle proteine 14-3-3ε, α-enolase e α-tubulina.  

Come riportato nella Figura 18, il trattamento con l’ATRA induce una debole riduzione di 

espressione della proteina 14-3-3ε solo nella linea cellulare NB4, mentre determina un 

aumento nell’espressione dell’α-enolase in entrambe le linee cellulari. In presenza di 

livelli forzatamente ridotti di Vav1, rispetto alle quantità presenti nella condizione 

differenziata, i livelli della proteina 14-3-3ε  aumentano e quelli dell’α-enolase 

diminuiscono, cosi come era emerso dall’analisi delle mappe proteiche. 

Come ulteriore controllo, sono stati analizzati i livelli di espressione dell’actina che, 

come riportato in Figura 18, aumentano in seguito al trattamento con ATRA ma non 

variano in seguito alla down-modulazione di Vav1, confermando ancora una volta i dati 

ottenuti dall’analisi delle mappe proteiche. 
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L’analisi immunochimica dell’espressione dell’α-tubulina condotta su lisati da cellule HL-

60 e NB4 indotte a differenziare in presenza di ridotte quantità o ridotti livelli di 

fosforilazione tirosinica di Vav1 è riportata nelle Figure 19 e 20, rispettivamente.  

I risultati indicano che, in entrambe le linee cellulari, l’ATRA induce un aumento di 

espressione dell’α-tubulina e, rispetto alle quantità presenti nella condizione 

differenziata, i livelli di espressione aumentano in seguito  alla down-modulazione di 

Vav1 (Fig. 19) mentre diminuiscono in presenza di ridotti livelli di fosforilazione tirosinica 

(Fig. 20), confermando i dati su ottenuti mediante analisi bidimensionale e validando la 

correttezza dell’approccio proteomico da noi utilizzato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HL-60 NB4 

ATRA ++++ ----     ---- ++++ 

       C  siRNA   C  siRNA  

 WB: 14-3-3 εεεε 

++++ ---- ++++ 

      C  siRNA   C  siRNA  

a.u. 9.8 13.0 9.9 18.8 11.8 21.0 8.3 22.3 

      WB: actin 

a.u. 31.3 26.8 38.6 36.6 28.1 27.9 38.5 37.6 

WB: αααα-enolase 

a.u. 4.3 4.8 11.1 7.7 7.2 7.4 10.7 7.5 

WB: ββββ-tubulin 

a.u. 45.6 40.3 42.8 40.8 41.8 41.9 40.3 42.2 

---- 

Figura 18. Analisi immunochimica con gli anticorpi indicati di lisati di cellule HL-60 e NB4 in cui è stata 
down-modulata l’espressione di Vav1 (siRNA) nel corso del trattamento differenziante. L’ibridazione con 
l’anticorpo anti-β-tubulina costituisce un marcatore dell’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi 
densitometrica è stata riportata sotto forma di unità arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 
diversi esperimenti. 
 
 

 

  C      C  siRNA   

ATRA 

WB: αααα-tubulin 

a.u. 3.1 11.5 36.1 

 
8.5 13.5 39.6 

WB: ββββ-tubulin 

a.u. 21.0 20.7 20.3 18.4 19.9 20.7 

  C       C  siRNA   

HL-60 

++++ ---- ++++ 

NB4 

++++ ---- ++++ 

Figura 19. Lisati di cellule HL-60 e NB4 in cui è stata down-modulata l’espressione di Vav1 (siRNA) nel 
corso del trattamento differenziante sono stati sottoposti all’analisi immunochimica con  l’anticorpo 
diretto contro l’α-tubulina. L’ibridazione con l’anticorpo anti-β-tubulina costituisce un marcatore 
dell’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi densitometrica è stata riportata sotto forma di unità 
arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 esperimenti. 
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Come sopra riportato, alcune proteine ATRA-indotte risultano modulate in 

entrambe le linee cellulari HL-60 e NB4 quando la quantità o la fosforilazione tirosinica 

di Vav1 sono down-regolate nel corso del trattamento differenziante. Ciò suggerisce 

che queste potrebbero essere parte di un meccanismo comune nella maturazione 

ATRA-indotta di promielociti APL-derivati 

Per quanto riguarda la proteina 14-3-3ε, è noto dalla letteratura che il trattamento con 

ATRA ne induce la riduzione dei livelli di espressione nelle cellule NB4 e determina una 

più generale down-modulazione di altre isoforme della proteina in entrambe le linee 

cellulari HL-60 e NB4 (Harris et al., 2004). La 14-3-3ε è una delle 7 isoforme di una 

famiglia di fosfoserin-proteine dimeriche che partecipano alla trasduzione del segnale in 

diversi eventi cellulari (Xing et al., 2000; Kjarland et al., 2006). E’ noto, in particolare, 

che la famiglia delle proteine 14-3-3 può attivare alcune isoforme di PKC, a loro volta 

coinvolte  nella regolazione delle caspasi (Van Der Hoeven et al., 2000; Tzivion at al., 

2006). L’interazione diretta di specifiche isoforme di 14-3-3 con proteine pro-

apoptotiche, finalizzata all’inibizione della loro attività, suggerisce per queste molecole 

un ruolo importante nella sopravvivenza cellulare (Porter et al., 2006).  

Poiché le proteine 14-3-3 modulano numerosi pathways che risultano de-regolati nella 

tumorigenesi, un loro possibile ruolo nell’insorgenza di un fenotipo tumorale è stato 

ipotizzato (Martinez, 2005). A conferma di una sua possibile implicazione nella 

tumorigenesi, è stato recentemente dimostrato che l’espressione stabile di 14-3-3ε nelle 

cellule da cancro al colon-retto protegge dall’apoptosi (Liou et al., 2007). 

Figura 20. Lisati di cellule HL-60 e NB4 in cui è stata down-modulata la fosforilazione tirosinica di Vav1 
(PIC) nel corso del trattamento differenziante sono stati sottoposti all’analisi immunochimica con  
l’anticorpo diretto contro l’α-tubulina. L’ibridazione con l’anticorpo anti-β-tubulina costituisce un marcatore 
dell’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi densitometrica è stata riportata sotto forma di unità 
arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 
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I dati da noi ottenuti nelle linee cellulari HL-60 e NB4 dimostrano che una ridotta 

espressione di Vav1 durante il trattamento con ATRA è accompagnata da un’aumentata 

espressione della  isoforma ε di 14-3-3. Ciò suggerisce che la quantità di Vav1 possa 

essere critica nel modulare, attraverso la regolazione dei livelli di 14-3-3ε, i processi 

apoptotici nelle cellule da leucemia promielocitica acuta. 

Per quel che riguarda l’α-enolase, una proteina multifunzionale coinvolta nella 

glicolisi, questa è stata ritrovata nel siero di pazienti affetti da diverse neoplasie e 

sembra avere un ruolo nella tumorigenesi (Zou et al., 2005). In particolare, l’    α-enolase 

è considerata un marker diagnostico per molti tumori (Pancholi, 2001) e la sua 

espressione durante il processo di maturazione cellulare è utilizzata come marcatore 

del differenziamento e nella stadiazione di diverse neoplasie tra cui la leucemia 

mieloide acuta, dove potrebbe contribuire all’evoluzione avversa della patologia (Lopez-

Pedrera et al., 2006).  

Nella leucemia promielocitica acuta, l’α-enolase mostra una leggera up-regolazione 

rispetto alle altre AML e l’indagine condotta sulle linee cellulari APL-derivate ha 

dimostrato che questa è una delle proteine la cui espressione aumenta in seguito al 

trattamento con ATRA (Wang et al., 2004). Ciò suggerisce che l’α-enolase, coinvolta 

nel metabolismo dei carboidrati, potrebbe provvedere all’energia per la sintesi delle 

proteine necessarie per il processo di differenziamento. La riduzione della sua 

espressione, da noi rilevata come conseguenza della down-modulazione di Vav1 

durante il trattamento con ATRA, suggerisce che Vav1 possa sostenere il 

completamento del programma maturativo di promielociti APL-derivati anche attraverso 

la regolazione di pathways metabolici. 

Come sopra riportato, in seguito alla down-modulazione di Vav1 nel corso del  

differenziamento ATRA-indotto delle linee cellulari HL-60 e NB4 è stata evidenziata 

anche una riduzione dell’espressione dell’isoforma 2 della subunità α3 del proteasoma. 

Poiché quest’ultimo è la più grande “macchina cellulare” responsabile della 

degradazione delle proteine (Von Mikecz, 2006), i risultati da noi ottenuti suggeriscono 

che Vav1, nel nostro modello sperimentale, potrebbe essere coinvolto nella regolazione 

del turnover proteico, modulando la composizione del proteasoma. 

Per quel che riguarda l‘α-tubulina, questa è una componente dei microtubuli, che 

forniscono segnali di posizione e sono necessari per stabilire la polarità in diversi tipi 

cellulari. E’ noto che l’ATRA induce, sia in cellule HL-60 che NB4, la produzione di 
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sostanze chemioattraenti necessarie per la migrazione e l’eventuale apoptosi, ma 

nessun dato mostra il coinvolgimento dei microtubuli, e quindi dell’α-tubulina, in questo 

fenomeno (Olins et al., 2000; Veselská et al., 2003). Altri fenomeni correlati a 

modificazioni citoscheletriche, quali ad esempio la fagocitosi, potrebbero quindi 

richiedere l’aumento dell’α-tubulina indotto dall’ATRA durante il differenziamento di 

precursori mieloidi APL-derivati. Resta comunque difficile spiegare l’ulteriore aumento di 

proteina da noi osservato quando il differenziamento dei promielociti tumorali è condotto 

in presenza di ridotti livelli di Vav1. 

 

 

La tirosina 745 di Vav1 è fosforilata durante il 
differenziamento ATRA-indotto di cellule NB4 
 

Come sopra riportato, la fosforilazione tirosinica di Vav1 aumenta sostanzialmente 

dopo trattamento con ATRA sia nelle cellule HL-60 che nelle cellule NB4. 

Un secondo gruppo di esperimenti è stato pertanto condotto allo scopo di individuare il/i 

residuo/i tirosinico/i di Vav1 fosforilato/i in seguito al trattamento differenziante e, 

auspicabilmente, di stabilirne un ruolo funzionale nel processo maturativo di precursori 

tumorali. Questa indagine è stata condotta sulla linea cellulare NB4 che, a differenza 

della linea cellulare HL-60, presenta tutte le caratteristiche dei blasti leucemici APL-

derivati. 

Allo scopo di ottenere miscele proteiche arricchite della proteina Vav1, lisati totali di 

cellule NB4 coltivate in condizioni di controllo e in presenza di ATRA sono stati 

sottoposti a IEF in fase liquida, secondo quanto riportato nella sezione “Materiali e 

Metodi”. Le proteine contenute nelle 10 frazioni così ottenute sono state separate 

mediante elettroforesi monodimensionale e trasferite su membrana di nitrocellulosa.  

La colorazione con Ponceau ha consentito di verificare la presenza di proteine in tutte le 

frazioni, anche se in quantità diversa e con una prevalenza delle proteine ad alto peso 

nelle frazioni più acide e delle proteine a peso relativamente più basso nelle frazioni più 

basiche (Fig. 21).  
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La porzione di membrana di nitrocellulosa contenente Vav1, come dedotto dalla 

posizione delle proteine a peso molecolare noto migrate a lato, è stata fatta reagire con 

un anticorpo diretto specificamente contro Vav1. Come riportato in Figura 22, Vav1 è 

presente, sia nella condizione di controllo che differenziata, nelle frazioni 8, 9 e 10 

(corrispondenti ad un pH compreso tra 7,9 e 10) risultando significativamente più 

abbondante nella frazione intermedia della condizione differenziata.   

 

 

 

 

 

Figura 21. Colorazione mediante Ponceau della membrana di nitrocellulosa contenente le frazioni 
proteiche con diversi intervalli di pH ottenute dopo separazione rotoforetica di lisati da cellule NB4 di 
controllo e differenziate con ATRA. I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 

Figura 22. Analisi immunochimica eseguita con l’anticorpo anti-Vav1 delle frazioni proteiche a diversi 
intervalli di pH ottenute dopo separazione rotoforetica di lisati totali di cellule NB4 di controllo e 
differenziate (ATRA). I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 
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Una separazione elettroforetica maggiore delle proteine contenute nelle frazioni 8-10, 

arricchite di Vav1, seguita da analisi immunochimica con l’anticorpo specifico ha 

consentito l’identificazione di due bande con peso molecolare leggermente diverso, 

compatibile con due forme diversamente fosforilate della proteina  (Fig. 23). Entrambe 

le bande aumentano d’intensità in seguito al trattamento con ATRA e la banda a 

maggior peso molecolare risulta quasi completamente localizzata nella frazione a pH 

maggiore (frazione 10, pH: 9,3-10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ibridazione della stessa membrana con un anticorpo diretto specificamente contro i 

residui tirosinici fosforilati ha identificato una banda che co-migra con quella a più 

elevato peso molecolare tra le due riconosciute dall’anticorpo anti-Vav1 (Fig. 23), 

confermando che l’ATRA induce un aumento della fosforilazione tirosinica della 

proteina. Poiché la forma fosforilata di Vav1 è presente nelle frazioni allo stesso 

intervallo di pH nei lisati da cellule di controllo e differenziate, è plausibile dedurre che 

l’ATRA induce un aumento di fosforilazione di uno o più residui già fosforilati in 

condizioni basali.  

Poiché dalla letteratura è noto che, in altri modelli sperimentali, Vav1 risulta 

fosforilato nelle tirosine corrispondenti ai residui 142, 160 e 174, le membrane di 

nitrocellulosa contenenti le 3 frazioni proteiche in esame sono state sottoposte ad 

analisi immunochimica con anticorpi specifici. In particolare, l’analisi è stata condotta 

con anticorpi diretti contro le tirosine 160 e 174, non essendo disponibile 

commercialmente, al tempo della redazione di questo esperimento, l’anticorpo diretto 

contro la tirosina 142.  

Figura 23. Analisi immunochimica, con gli anticorpi indicati, delle frazioni 8, 9 e 10 ottenute mediante 
separazione rotoforetica di lisati da cellule NB4 di controllo e indotte a differenziare con ATRA. I dati 
sono rappresentativi di 3 esperimenti. 
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Come dimostrato nella Figura 24, nessuna delle due bande a diverso peso molecolare 

riconosciute dall’anticorpo anti-Vav1 co-migra con la banda evidenziata dai due 

anticorpi anti-fosfotirosina utilizzati. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poiché l’utilizzo degli anticorpi commercialmente disponibili non ha consentito 

l’identificazione del/dei residuo/i tirosinico/i il cui livello di fosforilazione aumenta in 

seguito al trattamento differenziante con ATRA, l’indagine è proseguita con l’ausilio 

della spettrometria di massa.  

In particolare, la proteina Vav1 è stata immunoprecipitata sia da lisati totali che dalle 

frazioni ottenute mediante IEF in fase liquida di cellule di controllo e differenziate.  

Dopo separazione elettroforetica delle proteine, il gel di poliacrilammide è stato colorato 

con Coomassie Blu colloidale e la banda evidenziata, di peso molecolare 

corrispondente alla proteina Vav1, è stata asportata dal gel e sottoposta a digestione 

triptica e ad analisi mediante spettrometria di massa (eseguita presso il Laboratorio di 

Proteomica del Prof. Urbani della Fondazione S. Lucia di Roma).  

Allo scopo di verificare che la banda evidenziata dal colorante corrispondesse alla 

proteina Vav1, una parte degli stessi immunoprecipitati, dopo separazione 

elettroforetica, è stata trasferita su membrana di nitrocellulosa e sottoposta ad analisi 

immunochimica con l’anticorpo anti-Vav1. Come riportato in Figura 25, la presenza di 

una sola banda del peso molecolare atteso (circa 97 kDa), più intensa nel campione 

costituito da cellule differenziate, conferma la specificità dell’anticorpo utilizzato.  

Figura 24. Analisi immunochimica delle frazioni 8, 9, 10 ottenute mediante separazione rotoforetica di 
cellule NB4 di controllo e differenziate (ATRA) con gli anticorpi diretti contro le tirosine 160 e 174  di Vav1. 
I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 
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Dei peptidi ottenuti in seguito a digestione triptica, la spettrometria di massa ha 

consentito di identificarne 25 per il campione controllo e 30 per il campione 

corrispondente alle cellule differenziate. Di questi, dopo analisi con software dedicato, 

13 peptidi per ogni condizione sono risultati corrispondenti a sequenze aminoacidiche 

della proteina Vav1, costituendo, in entrambi i casi, il 25%  della sequenza aminoacidica 

totale (Tabella 6).  

 

 

Tabella 6. Identificazione mediante Peptide Mass Fingerprint della proteina Vav1. 

Sample 
Identified 

protein by PMF 
NCBI accession 

number 
Mascot 
Score 

Sequence 
coverage 

Matching/searched 
Peptides 

Theoretical 
Mr/pI 

Control Vav1 gi119589464 90 25% 13/25 99,2 kDa/6,7 

ATRA Vav1 gi119589464 84 25% 13/30 99,2 kDa/6,7 

 

 

Tra i peptidi identificati, quello corrispondente alla sequenza aminoacidica 

GLTELVEFYQQNSLKDCFK corrisponde ad un picco presente in due diverse posizioni 

dello spettro di massa, sia nella condizione di controllo che differenziata (Fig. 26). La 

distanza tra i due picchi corrisponde a una differenza di massa di 80 Da, equivalente 

alla dimensione di un gruppo fosfato. Poiché all’interno del peptide in questione è 

Figura 25. Analisi immunochimica della proteina Vav1 immunoprecipitata da cellule NB4 in condizioni 
di controllo e dopo differenziamento con ATRA. L’analisi densitometrica a cui sono stati sottoposti gli 
autoradiogrammi è stata riportata sotto forma di unità arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 
esperimenti. 
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presente un residuo tirosinico, corrispondente all’aminoacido situato nella posizione 745 

di Vav1, è plausibile ritenere che tale residuo risulti fosforilato nel nostro modello 

sperimentale. Lo stesso risultato è stato ottenuto in entrambe le condizioni di controllo e 

differenziata, suggerendo che l’ATRA non induca una fosforilazione de novo di Vav1 ma 

promuova un aumento dei livelli di fosforilazione di un residuo già parzialmente 

fosforilato in condizioni di controllo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nella Figura 27 è riportata l’intera sequenza aminoacidica della proteina Vav1 con 

l’indicazione dei peptidi identificati mediante spettrometria di massa. Con l’asterisco è 

indicata la tirosina corrispondente al residuo situato in posizione 745. 

 

 

Figura 26. Porzione di spettro contenente i 2 picchi corrispondenti al peptide 
GLTELVEFYQQNSLKDCFK. Un ∆m/z di 80 Da indica che i due peptidi differiscono per la presenza 
di un gruppo fosfato.  
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Allo scopo di stabilire il ruolo della tirosina localizzata nella posizione 745 della 

sequenza aminoacidica di Vav1 nel differenziamento ATRA indotto delle cellule APL-

derivate NB4, queste ultime sono state sottoposte a transfezione transiente con un 

costrutto contenente il gene di Vav1 mutato nella tripletta codificante per il residuo 

Y745.  

Le cellule transfettate sono state sottoposte al trattamento con ATRA e ad analisi 

Figura 27. Sequenza di Vav1 con riportati, in rosso, i peptidi identificati nelle condizioni di controllo e 
differenziata. Il peptide contenente il residuo Y745 è sottolineato e con l’asterisco è indicata la putativa 
fosfotirosina (Y*) corrispondente al residuo Y745. 

1 MELWRQCTHWLIQCRVLPPSHRVTWDGAQVCELAQALRDGVLLCQLLNNL     
51 LPHAINLREVNLRPQMSQFLCLKNIRTFLSTCCEKFGLKRSELFEAFDLF 

101 DVQDFGKVIYTLSALSWTPIAQNRGIMPFPTEEESVGDEDIYSGLSDQID 
151 DTVEEDEDLYDCVENEEAEGDEIYEDLMRSEPVSMPPKMTEYDKRCCCLR    
201 EIQQTEEKYTDTLGSIQQHFLKPLQRFLKPQDIEIIFINIEDLLRVHTHF    
251 LKEMKEALGTPGAANLYQVFIKYKERFLVYGRYCSQVESASKHLDRVAAA   
301 REDVQMKLEECSQRANNGRFTLRDLLMVPMQRVLKYHLLLQELVKHTQEA    
351 MEKENLRLALDAMRDLAQCVNEVKRDNETLRQITNFQLSI ENLDQSLAHY 
401 GRPKIDGELKITSVERRSKM DRYAFLLDKALLICKRRGDS YDLKDFVNLH 
451 SFQVRDDSSG DRDNKKWSHMFLLIEDQGAQGYELFFKTRELKKKWMEQFE    
501 MAISNIYPENATANGHDFQMFSFEETTSCKACQMLLRGTFYQGYRCHRCR    
551 ASAHKECLGRVPPCGRHGQDFPGTMKKDKLHRRAQDKKRNELGLPKMEVF 
601 QEYYGLPPPPGAIGPFLRLNPGDIVELTKAEAEQNWWEGRNTSTNEIGWF    
651 PCNRVKPYVHGPPQDLSVHLWYAGPMERAGAESILANRSDGTFLVRQRVK    
701 DAAEFAISIKYNVEVKHIKIMTAEGLYRITEKKAFRGLTELVEFY*QQNSL 
751 KDCFKSLDTTLQFPFKEPEKRTISRPAVGSTKYFGTAKARYDFCARDRSE    
801 LSLKEGDIIKILNKKGQQGWWRGEIYGRVGWFPCQLRGGR LF

B Sequence coverage of Vav1 identified in ATRA sample

1 MELWRQCTHW LIQCRVLPPS HRVTWDGAQV CELAQALRDG VLLCQLLNNL
51 LPHAINLREV NLRPQMSQFL CLKNIRTFLS TCCEKFGLKR SELFEAFDLF

101 DVQDFGKVIY TLSALSWTPI AQNRGIMPFP TEEESVGDED IYSGLSDQID    
151 DTVEEDEDLY DCVENEEAEG DEIYEDLMRS EPVSMPPKMT EYDKRCCCLR    
201 EIQQTEEKYT DTLGSIQQHF LKPLQRFLKP QDIEIIFINI EDLLRVHTHF   
251 LKEMKEALGT PGAANLYQVF IKYKERFLVY GRYCSQVESA SKHLDRVAAA    
301 REDVQMKLEE CSQRANNGRF TLRDLLMVPM QRVLKYHLLL QELVKHTQEA   
351 MEKENLRLAL DAMRDLAQCV NEVKRDNETL RQITNFQLSI ENLDQSLAHY 
401 GRPKIDGELK ITSVERRSKM DRYAFLLDKA LLICKRRGDS YDLKDFVNLH 
451 SFQVRDDSSG DRDNKKWSHM FLLIEDQGAQ GYELFFKTRE LKKKWMEQFE    
501 MAISNIYPEN ATANGHDFQM FSFEETTSCK ACQMLLRGTF YQGYRCHRCR   
551 ASAHKECLGR VPPCGRHGQD FPGTMKKDKL HRRAQDKKRN ELGLPKMEVF 
601 QEYYGLPPPP GAIGPFLRLN PGDIVELTKA EAEQNWWEGR NTSTNEIGWF   
651 PCNRVKPYVH GPPQDLSVHL WYAGPMERAG AESILANRSD GTFLVRQRVK   
701 DAAEFAISIK YNVEVKHIKI MTAEGLYRIT EKKAFRGLTE LVEFY*QQNSL
751 KDCFKSLDTT LQFPFKEPEK RTISRPAVGS TKYFGTAKAR YDFCARDRSE    
801 LSLKEGDIIK ILNKKGQQGW WRGEIYGRVG WFPCQLRGGR LF

Sequence coverage of Vav1 identified in control sample
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immunochimica dell’espressione e del livello di fosforilazione tirosinica della proteina 

Vav1. Come riportato in Figura 28, l’espressione di Vav1 mutato in Y745 si mantiene 

per tutta la durata del trattamento con ATRA e, a differenza del Vav1 nativo, non è 

influenzata dal trattamento con l’agonista. L’analisi immunochimica effettuata con 

l’anticorpo diretto specificamente contro Vav1 ha permesso di identificare con chiarezza 

la proteina over-espressa, in quanto questa presenta un peso molecolare di poco 

superiore rispetto alla proteina nativa in quanto all’interno del plasmide utilizzato per la 

transfezione, un’estremità della sequenza codificante per Vav1 è associata ad una 

breve sequenza del gene codificante  per la proteina myc.  

Come riportato nella Figura 28, in seguito al trattamento con ATRA, la fosforilazione 

tirosinica del Vav1 nativo, come atteso, aumenta significativamente, mentre non si 

modifica il livello di fosforilazione della proteina mutata over-espressa. 

 

 

 

 

 

Le cellule transfettate e sottoposte a trattamento differenziante sono state 

analizzate mediante citometria a flusso per valutare il loro livello di maturazione. La co-

transfezione con la proteina fluorescente EGFP ha consentito di identificare le cellule 

Figura 28. Analisi immunochimica, con gli anticorpi indicati, di cellule NB4 co-trasfettate con un costrutto 
contente EGFP ed uno contenente il cDNA di Vav1 mutato nella tripletta codificante per il residuo Y745 
(Vav1*) e indotte a differenziare con ATRA. L’ibridazione con l’anticorpo anti-β-tubulina costituisce un 
marcatore dell’equivalenza delle cariche proteiche. L’analisi densitometrica è stata riportata sotto forma di 
unità arbitrarie (a.u.). I dati sono rappresentativi di 3 esperimenti. 
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over-esprimenti in quanto in grado di emettere fluorescenza verde.  

Solo le cellule verdi, esprimenti EGFP e Vav1 mutato, sono state sottoposte all’analisi 

dell’espressione del CD11b, a sua volta marcato con un fluorocromo in grado di 

emettere fluorescenza rossa  (Fig. 29, quadrante 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’analisi delle cellule over-esprimenti solo EGFP, che costituivano il controllo del nostro 

esperimento, ha confermato che il trattamento con ATRA induce un aumento 

dell’espressione dell’antigene di superficie CD11b (Fig. 30A).  

L’analisi delle cellule over-esprimenti Vav1 mutato nella tirosina 745 dimostra come, in 

questa condizione sperimentale, il ruolo differenziante dell’ATRA sia contrastato. Il 

livello di espressione dell’antigene di superficie CD11b risulta infatti significativamente 

diminuito rispetto alla condizione di controllo costituita da cellule transfettate con la sola 

EGFP e sottoposte a trattamento con l’agonista (Fig. 30A). 

 

Figura 29. Analisi bi-parametrica su Dot-Plot di cellule NB4 co-trasfettate con un costrutto contente 
EGFP ed uno contenente il cDNA di Vav1 mutato nella tripletta codificante per il residuo Y745 (Vav1*) e 
sottoposte a trattamento con ATRA. Ogni punto rappresenta un singolo evento acquisito dal 
citofluorimetro. I dati sono rappresentativi di 3 diversi esperimenti. 
 

Control ATRA 

EGFP/Vav1* EGFP/Vav1*+ATRA 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

C
D

1
1

b
 

C
D

1
1

b
 

C
D

1
1

b
 

 

EGFP EGFP 

EGFP EGFP 
C

D
1

1
b

 



Risultati e Discussione 

 69 

Poiché il differenziamento granulocitario è associato all’acquisizione di capacità 

migratorie, le cellule NB4 over-esprimenti il costrutto mutato della proteina Vav1 sono 

state sottoposte a saggi di migrazione. E’ stato possibile dimostrare che la mutazione 

nella tirosina 745 riduce significativamente la capacità dei promielociti tumorali di 

attraversare la membrana porosa in risposta al chemioattraente nel corso del processo 

maturativo indotto da ATRA (Fig. 30B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

I dati ottenuti con questo gruppo di esperimenti indicano che il residuo tirosinico 

745 di Vav1 è implicato nel completamento del programma differenziativo indotto da 

ATRA nelle cellule APL-derivate NB4.   

Tale aminoacido, molto probabilmente, non costituisce un substrato della tirosina 

chinasi Syk, in quanto la sua mutazione nel corso del trattamento differenziante riduce 

l’espressione dell’antigene di superficie CD11b, contrariamente a quanto osservato in 

seguito all’inibizione specifica della fosforilazione Syk-dipendente di Vav1.   

Poiché un ruolo funzionale per il residuo Y745 di Vav1 non è stato ancora descritto, la 

fosforilazione di questa tirosina, ad opera di una chinasi diversa da Syk, potrebbe 

essere alla base di un meccanismo attraverso il quale Vav1 svolge, in questo modello 

sperimentale, un ruolo alternativo a quello più noto di scambiatore guanosinico. 

Figura 30. Analisi citofluorimetrica dell’espressione del marker di superficie CD11b (A) e della percentuale 
di migrazione attraverso membrana porosa (B) in cellule NB4 co-trasfettate con un costrutto contente EGFP 
ed un plasmide contenente il cDNA di Vav1 mutato nella sequenza codificante per il residuo Y745, quindi 
coltivate in condizioni differenzianti. I dati sono rappresentativi di 3 esperimenti. SD ≤ 10%. Gli asterischi 
rappresentano valori statisticamente significativi.   
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Tirosine presenti nel dominio SH2 di Vav1 sono 
potenzialmente fosforilabili dalla tirosina chinasi Syk  
 

Come precedentemente dimostrato dal nostro gruppo di ricerca, in seguito al 

trattamento con ATRA della linea cellulare HL-60, Vav1 associa, attraverso il proprio 

dominio SH2, con la tirosina chinasi Syk, dalla quale viene fosforilato E’ stato inoltre 

dimostrato che l’inibizione specifica di Syk ad opera del Picetannolo nel corso del 

differenziamento granulocitario ATRA-dipendente delle linee cellulari HL-60 e NB4 non 

modifica significativamente l’espressione dell’antigene di superficie CD11b, ma 

impedisce le modificazioni della morfologia nucleare delle cellule differenzianti. 

Saggi di migrazione condotti su cellule HL-60 dimostrano come la riduzione della 

fosforilazione Syk-dipendente di Vav1 durante il trattamento differenziante riduce le 

capacità migratorie delle cellule stesse (Fig. 31). Questo risultato conferma l’ipotesi che 

tale fenomeno sia coinvolto nella riorganizzazione del citoscheletro, che, com’è noto, 

svolge un ruolo cruciale nella regolazione di morfologia e motilità cellulare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poiché la fosforilazione tirosinica di Vav1 svolge un ruolo importante nella 

regolazione dell’architettura delle cellule differenzianti, un terzo gruppo di esperimenti è 

stato eseguito allo scopo di indentificare il/i residuo/i tirosinico/i della proteina possibile/i 

Figura 31. Cellule HL-60, coltivate in condizioni di controllo, in presenza di ATRA o sottoposte al 
trattamento con ATRA e Picetannolo (ATRA+PIC) per i tempi indicati, sono state sottoposte a saggi di 
migrazione cellulare attraverso membrana di policarbonato. I valori sono riportati sotto forma di 
percentuale di cellule migrate. I dati sono rappresentativi di tre esperimenti. Gli asterischi rappresentano 
valori significativamente diversi.   
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substrato/i di Syk. L’indagine è stata compiuta utilizzando cellule HL-60 indotte a 

differenziare con ATRA, poiché è in questo modello sperimentale che l’interazione 

funzionale Syk/Vav1 è stata dimostrata. 

Poiché l’associazione di Syk con Vav1 è mediata dal dominio SH2 di quest’ultima, nel 

quale sono presenti 4 residui tirosinici (Fig. 32), tali aminoacidi sono stati indagati come 

possibili substrati della chinasi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A tale scopo, le triplette di basi codificanti per le tirosine in esame sul gene per Vav1 

umano sono state sottoposte a mutagenesi sito-specifica. Le cellule HL-60 sono state 

quindi sottoposte a transfezione transiente con i plasmidi contenenti il gene umano di 

Vav1 mutato. Come riportato in Figura 33, già dopo 5 ore dalla transfezione, l’analisi 

immunochimica ha permesso di evidenziare l’over-espressione delle diverse forme 

mutate della proteina, che presentano un peso molecolare leggermente superiore 

rispetto alla proteina nativa, essendo fuse ad un estremità con un frammento della 

proteina myc.  

Le cellule over-esprimenti i diversi costrutti mutati di Vav1 sono state sottoposte a 

trattamento differenziante con ATRA e successiva analisi di caratteristiche associate al 

differenziamento, quali l’espressione dell’antigene di superficie CD11b e la capacità 

migratoria.  

 

 

Figura 32. Rappresentazione schematica dei domini strutturali della proteina Vav1 con l’indicazione  dei 
residui tirosinici presenti nella regione N-terminale (Y142, Y160 e Y174) e i residui presenti all’interno del 
dominio SH2 (Y672, Y711, Y727 e Y745).  
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La co-transfezione dei singoli costrutti con uno codificante per la proteina fluorescente 

EGFP ha consentito di identificare, mediante citometria a flusso, le cellule over-

esprimenti, sia in condizioni di controllo che differenziate, in quanto in grado di emettere 

fluorescenza verde (Fig. 34). Solo le cellule verdi, esprimenti EGFP e Vav1 mutato, 

sono state sottoposte all’analisi dell’espressione del CD11b, marcato con un 

fluorocromo in grado di emettere fluorescenza rossa  (Fig. 34, quadrante 2).  

L’analisi citofluorimetrica delle cellule over-esprimenti solo EGFP, che costituiscono il 

controllo del nostro esperimento, ha confermato innanzitutto che il trattamento con 

ATRA induce, come atteso, un aumento dell’espressione dell’antigene di superficie 

CD11b (Fig. 35).  

Le popolazioni cellulari over-esprimenti Vav1 mutato nei residui tirosinici 672, 711 e 727 

non mostrano significative variazioni del livello di differenziamento raggiunto dopo 

trattamento con ATRA rispetto alle cellule transfettate con la sola EGFP (Fig. 35).  

Per quanto riguarda, invece, le cellule HL-60 over-esprimenti la proteina Vav1 mutata 

nella tirosina 745, nel corso del trattamento differenziante con ATRA il livello di 

espressione dell’antigene di superficie CD11b è significativamente ridotto rispetto alle 

cellule over-esprimenti la sola proteina EGFP (Fig. 35). 

Figura 33. Analisi immunochimica effettuata con l’anticorpo diretto contro Vav1 di lisati da cellule HL-
60 a 5 h dalla co-transfezione con un costrutto contente EGFP e un plasmide contenente il cDNA di 
Vav1 mutato nella tripletta codificante per i residui Y672 (EGFP/Vav1Y672F), Y711(EGFP/Vav1Y711F), 
Y727(EGFP/Vav1Y727F) e Y745 (EGFP/Vav1Y745F), rispettivamente. L’asterisco indica la proteina Vav1 
mutata. L’ibridazione con l’anticorpo anti-β-tubulina costituisce un marcatore dell’equivalenza delle 
cariche proteiche. L’analisi densitometrica è stata riportata sotto forma di unità arbitrarie (a.u.). I dati 
sono rappresentativi di 3 esperimenti. 
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Figura 34. Analisi bi-parametrica su Dot-Plot di cellule HL-60 in condizioni di controllo o co-trasfettate 
con un costrutto codificante EGFP ed uno contenente il cDNA di Vav1 mutato nella tripletta codificante 
per un residuo tirosinico (EGFP/Vav1*) e sottoposte a trattamento differenziante con ATRA. Ogni punto  
rappresenta un singolo evento acquisito ed analizzato al citometro a flusso. I dati sono rappresentativi di 
3 esperimenti. 
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Figura 35. Analisi citofluorimetrica dell’espressione dell’antigene di superficie CD11b in cellule HL-60 
co-trasfettate con un costrutto esprimente EGFP e un plasmide contenente il cDNA di Vav1 mutato 
nella sequenza codificante per i residui Y672 (EGFP/Vav1Y672F), Y711 (EGFP/Vav1Y711F), Y727 
(EGFP/Vav1Y727F) e Y745 (EGFP/Vav1Y745F ), rispettivamente, quindi coltivate in condizioni di controllo e 
differenzianti (ATRA). I dati sono rappresentativi di 3 esperimenti. L’asterisco indica che il valore è 
significativamente diverso. 
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L’insieme di questi esperimenti suggerisce pertanto che il residuo tirosinico 745 

presente nel dominio SH2 di Vav1 svolge un ruolo importante nella maturazione 

fenotipica indotta da ATRA nei promielociti tumorali HL-60, come già dimostrato nel 

paragrafo precedente nelle cellule NB4. Questo residuo, tuttavia, probabilmente non 

rappresenta un substrato della tirosina chinasi Syk dal momento che, a differenza della 

fosforilazione Syk dipendente di Vav1, influisce sull’espressione dell’antigene di 

superficie CD11b.  

Dal momento che l’inibizione della fosforilazione Syk-dipendente di Vav1 riduce le 

capacità migratorie indotte dall’ATRA, sono stati effettuati saggi di migrazione su cellule 

HL-60 transfettate con i 4 costrutti codificanti per la proteina Vav1 mutata nelle tirosine 

Y672, Y711, Y727 e Y745, rispettivamente. 

Le cellule migrate, sia nella condizione di controllo che differenziata, sono state 

sottoposte ad analisi citofluorimetrica, che ha consentito di identificare la popolazione 

cellulare verde over-esprimente Vav1 mutato.  

Il rapporto tra le cellule verdi migrate e quelle totali ha consentito di dimostrare che la 

mutazione dei residui tirosinici 727 e 745 non induce alcuna modifica nelle capacità 

migratorie delle cellule differenzianti (Fig. 36). 

E’ stato possibile evidenziare invece che la mutazione dei residui Y672 e Y711 incide 

significativamente sulla velocità di migrazione delle cellule HL-60 nel corso del 

trattamento differenziante con ATRA (Fig. 36).  

 

Figura 36. Analisi della percentuale di migrazione attraverso membrana di policarbonato di cellule HL-60 co-
trasfettate con un costrutto esprimente EGFP e un plasmide contenente il cDNA di Vav1 mutato nelle sequenze 
codificanti per i residui Y672 (EGFP/Vav1Y672F), Y711 (EGFP/Vav1Y711F), Y727 (EGFP/Vav1Y727F) e Y745 
(EGFP/Vav1Y745F), rispettivamente, quindi coltivate in condizioni di controllo e differenzianti. I dati sono 
rappresentativi di 3 esperimenti. Gli asterischi rappresentano valori significativamente diversi.   
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Le evidenze sperimentali riportate in questo ultimo gruppo di esperimenti 

suggeriscono quindi che le tirosine 672 e 711, localizzate nel dominio SH2 della 

proteina Vav1, potrebbero rappresentare possibili substrati della tirosina chinasi Syk in 

quanto la loro mutazione, come l’inibizione dell’attività tirosina chinasica di Syk, non ha 

effetti sull’espressione dell’antigene di superficie CD11b, ma è necessaria per la 

modulazione delle capacità migratorie nel corso del differenziamento granulocitario 

ATRA-dipendente di precursori mieloidi tumorali.  
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CONCLUSIONI 
 

Il lavoro riportato in questa tesi si inserisce in un filone di ricerca che ha in 

precedenza chiarito diversi aspetti concernenti la distribuzione e il ruolo funzionale di 

Vav1 nel corso del differenziamento granulocitario di precursori normali e tumorali.  

In cellule APL-derivate indotte a differenziare lungo la filiera granulocitaria mediante 

trattamento con ATRA, Vav1 aumenta in quantità e livelli di fosforilazione tirosinica, sia 

nella cellula in toto che nel compartimento nucleare. Il nostro gruppo di ricerca ha 

dimostrato che Vav1 non solo è essenziale per il processo differenziativo ATRA-indotto 

di precursori mieloidi tumorali ma ne induce un parziale differenziamento in senso 

granulocitario ed è coinvolto nella regolazione dell’espressione di geni attivati da ATRA 

nel corso del processo maturativo. E’ stato inoltre dimostrato che la fosforilazione Syk-

dipendente di Vav1 sembra svolgere un ruolo specifico nella regolazione della 

morfologia delle cellule differenzianti. 

Partendo da queste evidenze, la ricerca condotta ha dapprima cercato di stabilire 

se Vav1 avesse un ruolo nel regolare il pool proteico attraverso il quale l’ATRA 

completa il processo maturativo di precursori APL-derivati. A tale scopo, è stata 

condotta un’indagine proteomica su linee cellulari APL-derivate indotte a differenziare 

lungo la filiera granulocitaria con ATRA. In particolare, lisati provenienti da cellule HL-60 

e NB4 in cui è stata down-regolata la quantità o la fosforilazione tirosinica di Vav1 sono 

stati sottoposti a elettroforesi bidimensionale e spettrometria di massa.  

Dai risultati ottenuti è emerso che la down-modulazione della quantità di Vav1 durante il 

trattamento con ATRA è responsabile della modulazione dell’espressione di proteine 

ATRA-indotte. Alcune di queste, tra cui 14-3-3ε, α-enolase e l’isoforma 2 della subunità 

α3 del proteasoma, sono modulate in entrambe le linee cellulari, suggerendo la loro 

partecipazione ad un meccanismo comune nella maturazione ATRA-dipendente di 

promielociti tumorali APL-derivati. 

Dalla letteratura è noto che le proteine della famiglia 14-3-3, compresa l’isoforma ε, 

risultano variamente implicate nei meccanismi di controllo dell’apoptosi cellulare. 

Poiché, nel nostro modello sperimentale, l’espressione di 14-3-3ε è up-regolata in 

seguito alla down-modulazione di Vav1, la quantità di quest’ultimo potrebbe, attraverso 

la regolazione dei livelli di 14-3-3ε, modulare i processi apoptotici delle cellule APL-

derivate. 
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Per quanto riguarda l’α-enolase, questa è un enzima glicolitico che sembra svolgere un 

ruolo in diversi processi fisio-patologici. Poiché dalla letteratura è noto che i suoi livelli 

aumentano in seguito al trattamento con ATRA di cellule APL-derivate, è possibile che 

l’α-enolase possa provvedere all’energia per la sintesi delle proteine necessarie per il 

processo differenziativo. La riduzione della sua espressione, da noi osservata in seguito 

alla down-modulazione di Vav1, suggerisce che quest’ultimo possa sostenere il 

completamento del programma maturativo ATRA-indotto di promielociti APL-derivati 

anche regolando specifici pathways metabolici. 

La down-modulazione di Vav1 induce anche una riduzione dell’espressione 

dell’isoforma 2 della subunità α3 del proteasoma, suggerendo un coinvolgimento di 

Vav1 nella regolazione del turnover proteico che si verifica durante il completamento del 

programma maturativo di promielociti tumorali. 

Per quanto riguarda la fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1, l’analisi 

proteomica ha evidenziato come questa sia coinvolta solo nella regolazione dell’α-

tubulina, a supporto dei dati precedentemente ottenuti dal nostro gruppo di ricerca, 

secondo i quali questo fenomeno svolge un ruolo primario nella regolazione 

dell’organizzazione citoscheletrica della cellula differenziante.  

Come da noi precedentemente dimostrato, la fosforilazione tirosinica di Vav1 

aumenta significativamente dopo trattamento con ATRA di cellule APL-derivate. Un 

secondo gruppo di esperimenti è stato pertanto condotto allo scopo di identificare il/i 

residuo/i tirosinico/i di Vav1, fosforilato/i durante il trattamento con ATRA, che gioca/no 

un ruolo importante nel superamento del blocco differenziativo di precursori tumorali. 

L’indagine è stata compiuta sulla linea cellulare NB4, che, a differenza delle cellule HL-

60, presenta tutte le caratteristiche dei blasti leucemici. La proteina Vav1, 

immunoprecipitata da lisati di cellule controllo e differenziate, è stata sottoposta ad 

analisi mediante spettrometria di massa, consentendo di identificare un unico residuo 

tirosinico fosforilato, localizzato nella posizione 745 della proteina Vav1.  

Allo scopo di determinare il ruolo funzionale del residuo Y745, le cellule NB4 sono state 

sottoposte a trattamento differenziante dopo transfezione con un costrutto contenente il 

gene di Vav1 mutato nella tripletta codificante per la tirosina in esame. L’indagine 

condotta sulle cellule over-esprimenti il costrutto mutato ha permesso di stabilire che il 

residuo Y745 di Vav1 svolge un ruolo cruciale nel processo maturativo dei promielociti 

APL-derivati, in quanto la sua mutazione contrasta l’azione differenziante dell’ATRA, in 
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termini di espressione dell’antigene di superficie CD11b e dell’acquisizione di capacità 

migratorie.  

Poiché un ruolo funzionale per il residuo Y745 di Vav1 non è stato ancora descritto, nè 

in questo nè in altri modelli sperimentali, la fosforilazione di questa tirosina potrebbe 

essere alla base di un meccanismo attraverso il quale Vav1 svolge, nel 

differenziamento di promielociti APL-derivati, un ruolo alternativo a quello più noto di 

scambiatore guanosinico. Ulteriori studi saranno necessari per stabilire l’esatto 

meccanismo molecolare che coinvolge il residuo Y745, nonché la chinasi responsabile 

della sua fosforilazione in risposta all’agente differenziante. 

Come precedentemente dimostrato dal nostro gruppo di ricerca, la fosforilazione 

tirosinica Syk-dipendente di Vav1, pur non avendo effetti sull’espressione dell’antigene 

di superficie CD11b, svolge un ruolo importante nella modificazione della morfologia 

delle cellule differenzianti. Poiché l’interazione tra Syk e Vav1 è mediata dal dominio 

SH2 di quest’ultima, dove sono presenti quattro residui tirosinici, un ulteriore obiettivo 

dalla ricerca riportata in questa tesi è stato quello di stabilire se tali aminoacidi possano 

costituire possibili substrati della chinasi e svolgano un ruolo funzionale nel corso del 

differenziamento granulocitario indotto da ATRA di cellule APL-derivate. 

L’indagine è stata compiuta sulla linea cellulare HL-60, poiché è in questo modello 

sperimentale che l’interazione funzionale Syk/Vav1 è stata precedentemente 

dimostrata. Le cellule HL-60 sono state pertanto sottoposte a transfezione transiente 

con costrutti contenenti il gene di Vav1 mutato, rispettivamente, nelle triplette codificanti 

per i residui Y672, Y711, Y727 e Y745, localizzati nella regione SH2 di Vav1, e 

sottoposte a trattamento con ATRA. Sono state quindi valutate le caratteristiche 

correlate al raggiungimento del differenziamento granulocitario, quali l’aumento di 

espressione dell’antigene di superficie CD11b e l’acquisizione di  capacità migratorie.  

L’analisi sulle cellule over-esprimenti ha permesso di dimostrare che solo la mutazione 

del residuo Y745 riduce significativamente l’espressione dell’antigene di superficie 

CD11b durante il trattamento con ATRA delle cellule HL-60. Poiché l’inibizione della 

fosforilazione tirosinica Syk-dipendente di Vav1 non influisce sull’espressione di tale 

marcatore del differenziamento mieloide, il residuo Y745 non costituisce un possibile 

bersaglio della tirosina chinasi Syk. 

Mediante saggi di migrazione cellulare è stato dimostrato che, dei quattro residui 

analizzati,  solo gli aminoacidi Y672 e Y711 risultano coinvolti nella regolazione delle 

capacità migratorie delle cellule HL-60 differenzianti, analogamente a quanto si verifica 
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per la tirosina chinasi Syk. Poiché entrambi i residui tirosinici sono in grado di regolare il 

fenomeno di migrazione cellulare indotto da ATRA senza influenzare l’espressione 

dell’antigene di superficie CD11b, è plausibile ritenere che questi possono costituire  

substrati della tirosina chinasi Syk.   

Anche in questo caso, ulteriori studi saranno necessari per descrivere con precisione il 

meccanismo molecolare che coinvolge le tirosine localizzate sul dominio SH2 di Vav1, 

nonché il loro ruolo nel processo maturativo di promielociti tumorali APL-derivati. 

Complessivamente, i dati riportati in questa tesi hanno dato un contribuito 

significativo alla comprensione del coinvolgimento di Vav1 nel processo di maturazione 

delle cellule APL-derivate, anche se ulteriori studi saranno necessari a stabilirne in 

modo completo il ruolo. 
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