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INTRODUZIONE

L’anemia di Diamond-Blackfan (DBA)

L’anemia di Diamond-Blackfan (OMIM No. 105650) è una rara aplasia congenita dei progenitori eritroidi caratterizzata da una grave anemia normocromica-macrocitica che compare nella prima infanzia ed è associata a malformazioni congenite in circa il 30% dei casi.

 I dati relativi all’incidenza della malattia sono stati ottenuti grazie alla creazione di registri nazionali: l’incidenza della patologia nella popolazione italiana è pari a 6.5 casi per milione di nati vivi (Ramenghi et al., 1999; 2000). La maggior parte dei casi di DBA è sporadica, mentre circa il 10-20% dei malati presenta ricorrenza familiare; entrambi i sessi sono colpiti in ugual misura. Circa la metà dei pazienti risponde favorevolmente alla terapia steroidea, ma non è noto il meccanismo alla base di tale risposta. I pazienti in cui questa terapia non risulta efficace devono essere sottoposti a trasfusioni croniche con chelazione del ferro o a trapianto di cellule emopoietiche staminali. 

Le malformazioni più comuni associate alla DBA sono i dismorfismi cranio-facciali, lo scarso accrescimento post-natale, le anomalie dell’arto superiore, le malformazioni uro-genitali e cardiache.

Il primo locus DBA è stato identificato grazie alla scoperta in una paziente di una traslocazione reciproca bilanciata t(X;19)(p21;q13) (Gustavsson et al., 1997) che interrompeva il gene codificante per la proteina ribosomiale RPS19 (OMIM No. 603474). RPS19 è una proteina strutturale della subunità 40S del ribosoma, composta da 145 amminoacidi e con massa molecolare di 16 kDa. La DBA rappresenta la prima patologia umana dovuta al difetto di un gene che codifica per una proteina ribosomiale. Mutazioni in RPS19 sono state riscontrate nel 25% dei pazienti con DBA, sempre su un solo allele (Draptchinskaia et al., 1999). Le mutazioni riscontrate sono variabili per tipo e localizzazione: nonsense, frameshift, mutazioni ai siti di splicing, missense e delezioni; il locus è responsabile sia di casi familiari che di casi sporadici. Non è stata riscontrata una correlazione tra la natura delle mutazioni e le differenti modalità di espressione clinica, quali l’età di insorgenza della malattia, la presenza di malformazioni e la risposta alla terapia. 

Con l’analisi di linkage è stato identificato un secondo locus DBA sul cromosoma 8 (8p23.3-p22) (Gazda et al., 2001), ma è ancora in corso l’analisi dei geni candidati di questa regione. Sette famiglie sono risultate invece inconsistenti con il linkage a 8p o 19q e non presentano mutazioni nel gene RPS19, suggerendo la presenza di un ulteriore locus DBA.

Le mutazioni del gene RPS19 riscontrate nei pazienti DBA sono soprattutto delezioni/inserzioni con frameshift, mutazioni nonsense e mutazioni ai siti di splicing. Quindi, nella maggior parte dei casi si può ipotizzare una situazione di aploinsufficienza, poiché tali mutazioni conducono a NMD (Nonsense Mediated mRNA Decay). L’NMD è un meccanismo che conduce alla degradazione degli mRNA che contengono uno stop codon in sede anomala; l’intervento dell’NMD nella DBA è stato dimostrato in un recente articolo (Chatr-aryamontri et al., 2004).
La localizzazione subcellulare di RPS19 è stata studiata nelle cellule di scimmia COS-7 trasfettate con la proteina wild type e diverse forme mutanti (Da Costa et al., 2003). RPS19 è stata rilevata principalmente nel nucleo, e più specificamente nei nucleoli, dove colocalizza con una delle principali proteine nucleolari, la nucleolina. Utilizzando vari costrutti delezionali all’N-terminale e al C-terminale, sono stati identificati 2 segnali di localizzazione nucleolare (NoS) in RPS19, uno comprendente i primi 16 amminoacidi all’N-terminale (Met1-Arg16),  l’altro comprendente 22 amminoacidi al C-terminale (Gly120-Asn142). È stato inoltre osservato che i livelli di espressione di RPS19 diminuiscono drasticamente (di oltre il 90%) quando la sua localizzazione nucleolare risulta alterata, forse in seguito a degradazione. Studi successivi hanno valutato l’effetto di altre mutazioni sulla localizzazione subcellulare di RPS19. La mutazione Gln128stop riduce drasticamente i livelli di espressione della proteina, la mutazione Leu131Pro altera sia la localizzazione, sia l’espressione, mentre altre mutazioni non influiscono su nessuno dei due eventi (Gly120Ser e mutazioni missense nell’hot spot DBA) (Cretien et al., 2003).

RPS19 e l’eritropoiesi

Il ribosoma rappresenta il componente cellulare responsabile della sintesi proteica. Nelle cellule di mammifero la formazione dei ribosomi richiede l’assemblaggio di 4 molecole di rRNA e di 79 differenti proteine. La subunità ribosomiale 40S contiene solo l’rRNA 18S, mentre la 60S contiene gli rRNA 28S, 5,8S e 5S. Mentre l’rRNA 5S è prodotto dall’RNA polimerasi III, gli rRNA 28S, 5.8S e 18S vengono trascritti dall’RNA polimerasi I sotto forma di un unico precursore (pre-rRNA) che va incontro a processamento per l’eliminazione delle sequenze spaziatrici. Durante queste fasi di maturazione le proteine ribosomiali vengono assemblate sugli rRNA per formare le subunità 60S e 40S, e alla fine esportate nel citoplasma dove avviene la sintesi proteica. 

La regolazione della sintesi dei componenti ribosomiali è stata studiata in vari sistemi sperimentali eucariotici. Nel lievito la trascrizione delle proteine ribosomiali è coordinata da alcuni fattori di trascrizione comuni (Warner, 1999). È stato dimostrato che l’assenza di una proteina ribosomiale causa una produzione sbilanciata di RP (Moritz et al., 1990). Sebbene vi siano evidenze di coordinamento nella produzione di RP e di rRNA, i meccanismi molecolari che sottendono tale regolazione non sono ancora chiari. 

Esistono diversi modelli animali di malattie riconducibili ad alterazioni nei ribosomi:

· i mutanti “minute” di Drosophila, che presentano mutazioni nei geni RP (Crampton & Laski, 1994; Kongsuwan et al., 1985) e che manifestano ritardo nello sviluppo larvale e nella sopravvivenza, fertilità e dimensioni ridotte, setole sottili; 

· i mutanti “anucleolate” e il “partial nucleolus” dell’anfibio Xenopus laevis, che hanno delezioni complete o parziali del cluster dei geni per l’rRNA (Miller & Gurdon, 1970) e che mostrano ritardo di sviluppo e di crescita, microcefalia, microftalmia, edema oculare, cardiaco ed addominale;

· il topo “knock-out” omozigote per una delezione nel gene RPS19 non sopravvive al periodo embrionale, mentre l’eterozigote mostra un fenotipo normale anche a livello ematologico: ciò potrebbe essere dovuto ad un’elevata espressione della proteina murina (Matsson et al., 2004).

La DBA rappresenta la prima patologia umana in cui un difetto a carico di una proteina ribosomiale è coinvolto nella patofisiologia della malattia, anche se non è ancora stata chiarita la causa dell’alterata eritropoiesi e delle malformazioni.

Sono state proposte due ipotesi patogenetiche:

1. la DBA può essere espressione di un difetto della sintesi proteica, particolarmente evidente in tessuti ad alto turn-over, quali il midollo osseo o i tessuti embrionali. A questo meccanismo potrebbero essere ricondotti l’anemia, la bassa statura e le malformazioni, a somiglianza di quanto ipotizzato nei mutanti di Drosophila e di Xenopus. I dati in letteratura indicano che, almeno in lievito, il difetto di una proteina ribosomiale può causare l’accumulo dei precursori di rRNA e una produzione sbilanciata delle subunità ribosomiali.

2. La seconda ipotesi prevede l’esistenza di una funzione extra-ribosomiale per RPS19 che, se alterata, provocherebbe la patologia. Questa ipotesi non è mutuamente esclusiva con quella di un difetto nella sintesi proteica, ma i due meccanismi potrebbero combinarsi per produrre il complesso fenotipo DBA. 

È stato ipotizzato che nel corso dell’evoluzione siano state utilizzate come proteine ribosomiali delle proteine pre-esistenti con una funzione differente nella cellula, ma in grado di legarsi agli acidi nucleici. L’esistenza di funzioni extra-ribosomiali per diverse RP è stata chiaramente dimostrata in molti casi (Wool, 1996); alcuni esempi si ritrovano:

· nella replicazione: RPS1, RPL14 (E.coli)

· nella trascrizione: RPS10 (E.coli), RPS20 (S.cerevisiae)
· nella processazione dell’RNA: RPS12 (E.coli)

· nella riparazione del DNA: RPS9 (E.coli), RPS3 (D.melanogaster; H.sapiens)

· nella trasformazione tumorale: RPL5, RPL11, RPL23 (H.sapiens) (Lohrum et al., 2003; Dai et al., 2004)

· nel controllo della proliferazione cellulare: RPS6 (H.sapiens)  

· nel controllo della traduzione di specifici trascritti: RPL13 (Mazumder et al., 2003).
E’ noto che alcune proteine ribosomiali, tra le quali RPS6 e RPL13, vengono fosforilate da serina/treonina chinasi nel corso di importanti processi metabolici (Volarevic et al., 2001; Mazumder et al., 2003). La fosforilazione di RPS6 ha un ruolo nel controllo del ciclo cellulare, mentre quella di RPL13 è coinvolta nel controllo traduzionale. In particolare, in seguito allo stimolo operato da INFRPL13 viene fosforilata, si stacca dal ribosoma e si lega ad una specifica regione sul 3’UTR dell’mRNA della ceruloplasmina, inibendone la traduzione.

Per RPS19 sono stati individuati:

· in vitro, un ruolo chemiotattico per monociti e macrofagi durante i processi di clearance di cellule apoptotiche (Shrestha et al., 1999); 

· una interazione diretta della proteina con FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) a livello citoplasmatico, sia in vitro che in vivo (Soulet et al., 2001), il cui significato è da definire.   

A favore della prima ipotesi patogenetica si colloca la recente dimostrazione che S19 è coinvolta nella maturazione della subunità 40S dei ribosomi di S.cerevisiae. In lievito RPS19 è codificata da due geni, RPS19A e RPS19B, che differiscono per un solo amminoacido. L’inattivazione di uno di questi due geni causa una riduzione della proliferazione, mentre la soppressione di entrambi determina incapacità a proliferare. In lievito, quindi, la proteina RPS19 è un fattore fondamentale per la crescita e la divisione cellulare. Il mutante caratterizzato dallo ‘spegnimento’ di un solo gene rappresenta un modello della DBA, poiché si realizza una condizione simile all’eterozigote nell’uomo. I profili polisomiali di tale mutante rivelano che la ridotta espressione di RPS19 si associa a riduzione del processamento degli rRNA e dei livelli della subunità 40S: perciò RPS19 è richiesto per una efficiente maturazione della subunità 40S. Inoltre, l’introduzione di alcune mutazioni missense corrispondenti a quelle riscontrate nei pazienti DBA compromettono la funzione della proteina RPS19 in lievito con effetto analogo allo spegnimento del gene (Léger-Silvestre et al., in press).

La ricerca di interattori per RPS19: PIM-1

Per approfondire l’ipotesi di una funzione extra-ribosomiale di RPS19 e nel tentativo di trovare degli interattori di questa proteina è stata usata la tecnica del doppio ibrido in lievito su una library di cDNA estratto da fegato fetale umano. Tra le proteine identificate la più interessante è sembrata l’oncoproteina PIM-1, che è coinvolta nei processi di trasduzione del segnale collegati all’eritropoiesi. 

PIM-1 è una serina-treonina chinasi che interviene in molteplici aspetti della vita cellulare quali la proliferazione, la differenziazione, l’apoptosi e l’oncogenesi (Bachmann and Moroy, 2005). PIM-1 si trova overespressa nei linfomi a cellule B, nelle eritroleucemie e in varie leucemie umane. Il gene localizza sul cromosoma 6p21.2 ed è espresso ubiquitariamente, ma ad alti livelli soprattutto nei tessuti ematopoietici. Nei topi transgenici e knock-out il volume dei globuli rossi sembra correlato con il livello di espressione del gene: i topi PIM-1-/- presentano microcitosi, quelli che iperesprimono PIM-1 presentano macrocitosi (Laird et al., 1993). L’espressione di PIM-1 è indotta da citochine e fattori di crescita tramite l’attivazione del pathway di JAK2/STAT5. L’interazione di questi ligandi con i rispettivi recettori porta alla rapida attivazione di uno o più membri della famiglia JAK (tirosina-chinasi associate ai recettori). Una volta attivate, queste chinasi fosforilano membri della famiglia STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), i quali dimerizzano, traslocano nel nucleo e si legano alle regioni regolatrici di specifici geni.

Tra gli interattori noti di PIM-1 ci sono fattori di trascrizione, proteine coinvolte nella crescita e nella proliferazione cellulare e proteine correlate con l’apoptosi.

L’interazione tra PIM-1 e S19 è stata precedentemente dimostrata oltre che in  lievito anche in cellule umane in coltura con esperimenti di pull-down e coimmunoprecipitazione. Inoltre, con un saggio chinasico in vitro si è visto che PIM-1 è in grado di fosforilare S19.

MATERIALI E METODI

Clonaggio RPS19
I cDNA di RPS19 wild type (GenBank database NM_001022) o dei mutanti naturali DBA sono stati clonati per l’intera lunghezza a partire da leucociti di sangue periferico umano di individui di controllo o pazienti utilizzando i primer:

5’- GTGAATTCATGCCTGGAGTTACTGTAAAAG -3’ e 

5’- GTCTCGAGCCAGCATGGTTTGTTCTAATG -3’

che portavano alle estremità i siti per gli enzimi di restrizione EcoRI e XhoI. I cDNA sono stati inseriti nel vettore per l’espressione batterica pGEX4T-1 (Amersham Biosciences) e i prodotti di ligazione sono stati trasformati in batteri JM109. Le colonie ottenute dopo selezione con ampicillina 50 g/ml sono state screenate tramite una pcr in cui si utilizzavano primer disegnati sul vettore nelle regioni fiancheggianti l’inserto. Le bande di alcune delle colonie positive sono state escisse da gel, purificate e sequenziate utilizzando il kit BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e il sequenziatore automatico a 16 capillari 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 
Colture cellulari 

Le cellule di eritroleucemia umana K562 (ATCC #CCL-243) sono state coltivate in RPMI-1640 addizionato di siero fetale bovino al 10%, 100 U di penicillina e 0.1 mg/ml streptomicina, a 37°C in atmosfera satura di vapor d’acqua e CO2 al 5%.

Le cellule epiteliali di rene umano 293T (ATCC #CRL-11268) sono state coltivate in DMEM supplementato come già descritto. Per le trasfezioni, 3 x 106 cellule sono state piastrate in piastre da 90 mm di diametro e trasfettate con lipofectamina 2000 (Invitrogen). Dopo 48 ore le cellule sono state raccolte in AKT buffer (20 mM tris pH 7.5, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% triton X-100, 10% glicerolo, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 g/ml leupeptina, 1g/ml aprotinina, 1 g/ml pepstatina A) per 20’ in ghiaccio, sonicati 3 volte e centrifugati per eliminare i debris cellulari. 

Lisi delle cellule K562

Per gli esperimenti di pull-down 5 x 107 cellule K562 sono state raccolte e centrifugate a 1.200 rpm per 5 minuti. Il pellet è stato lavato con PBS per eliminare il siero residuo e nuovamente centrifugato. Le cellule sono state risospese in 4 volumi di buffer H (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM KCl, 2 mM EDTA, 20 (g/ml leupeptina, 8 (g/ml pepstatina, 0.2 U/ml aprotinina, 2 mM PMSF, 5 mM DTT, 2 mM sodio-metabisulfito). La soluzione è stata mantenuta in ghiaccio ed in agitazione per 10 minuti, sono stati aggiunti 4 volumi di una soluzione 25% saccarosio, 50% glicerolo in buffer H e poi 1 volume di ammonio solfato saturo. Dopo 20 minuti di agitazione la soluzione è stata centrifugata a 34.000 rpm a 4°C per 16 ore. Il surnatante è stato trasferito attraverso una garza sterile in un becker e le proteine sono state precipitate con 0.33 g/ml di ammonio solfato in polvere mantenendo il pH a 7.5-8.0 con NaOH. La soluzione è stata centrifugata a 10.000 rpm a 4°C per 30 minuti e il pellet risospeso in 1 ml di TM 0.0 (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 12.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF). L’estratto proteico infine è stato centrifugato a 10.000 rpm a 4°C per 5 minuti e trasferito in una nuova eppendorf.

Preparazione delle proteine di fusione con GST
Il vettore pGEX4T-1 (Amersham) è stato utilizzato per l’espressione inducibile di RPS19 fusa con la glutatione-S-transferasi (GST). I batteri competenti BL21 sono stati trasformati con il vettore pGEX, pGEX-S19 o pGEX-PIM-1 contenenti la sequenza del GST da solo o del GST fuso con RPS19 o con PIM-1; il mattino successivo le colonie sono state inoculate in LB con ampicillina e lasciate crescere a 37°C sino ad una OD600 pari a 0.5. I batteri sono stati indotti con IPTG (isopropyl-1-thio-(-D-galactopyranoside) 0.5 mM, lasciati crescere per 1 ora a 37°C e poi pellettati a 3.500 rpm per 10 minuti a 4°C. I pellet sono stati lisati in lysis buffer (PBS, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA) freddo, a cui sono stati aggiunti gli inibitori delle proteasi (1 mM PMSF, 1 (g/ml leupeptina, 1 (g/ml pepstatina, 0.5 (g/ml aprotinina), lasciati in ghiaccio per 15 minuti e poi sonicati. Il lisato ottenuto è stato centrifugato a 4°C per 15 minuti a 4000 rpm e il surnatante è stato recuperato e sottoposto a purificazione di affinità per estrarre le proteine GST o GST-S19. A questo scopo il lisato batterico è stato incubato per un’ora a 4°C con GST-bind resin (Novagen) in cui il glutatione è attaccato tramite un ponte disolfuro a una resina con bracci spaziatori da 11 atomi. La glutatione-S-transferasi (GST) si lega al glutatione, permettendo la purificazione della proteina di fusione. La resina coniugata alle proteine di fusione è stata lavata varie volte con lysis buffer e conservata a 4°C.

Pull-down 

Il pull-down è un saggio in vitro che consente di valutare l’interazione tra proteine. Il lisato di cellule K562 è stato incubato per 1 ora a 4°C con 300 (l ((150 (g) della resina coniugata al GST. Questo “pre-clearing” ha lo scopo di rimuovere tutte le proteine che si legano aspecificamente al GST o alla resina. Il surnatante è stato recuperato e incubato tutta la notte a 4°C con la resina coniugata alla proteina di fusione GST-S19 o GST-PIM-1. Il giorno successivo le resine sono state lavate in buffer TM 0.1 (buffer TM 0.0 + 100 mM KCl) e eluite con buffer TM 0.5 (buffer TM 0.0 + 500 mM KCl). 

Una procedura simile è stata utilizzata per il pull-down con lisati da cellule 293T.

Western blotting

Per gli esperimenti di western blotting le proteine raccolte nell’eluato sono state precipitate con acido tricloracetico al 10%, il pellet è stato lavato 2 volte con acetone, risospeso in Laemmli buffer ridotto e sottoposto a SDS-PAGE. Il trasferimento delle proteine dal gel di poliacrilammide alla nitrocellulosa è avvenuto in transfer buffer (3.02 g tris, 14.4 g glicina, 200 ml metanolo, acqua fino a un volume di 1 litro) ad un voltaggio di 100 Volt per 90 minuti. La nitrocellulosa è stata saturata con BSA 5% sciolta in TBST (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20) per almeno un’ora a temperatura ambiente e  incubata con anticorpo monoclonale (-PIM-1 o policlonale (-IMP-1 (Santa Cruz Biotechnology) o con anticorpo policlonale non commerciale anti-RPS19 per tutta la notte a 4°C. Il giorno seguente il filtro è stato lavato più volte con TBST, incubato con l’anticorpo secondario coniugato con l’enzima perossidasi per 1 ora a temperatura ambiente e di nuovo lavato. Le proteine sono state rivelate mediante reazione in ECL (Amersham Biosciences).

Saggio della -galattosidasi

Cellule competenti di lievito EGY48 [p8op-lacZ] sono state trasformate con 2 g di pB42/PIM-1 per ottenere EGY48/PIM-1, e piastrate su SD/-Ura/-Trp per 2 giorni a 30°C. I cDNA di RPS19 wild type o mutanti sono stati inseriti nel vettore pLexA. 

Cellule competenti EGY48/PIM-1 sono state preparate con il metodo del litio acetato (Gietz et al., 1992), trasformate con 2 g di pLex/RPS19 e piastrate su SD/-Ura/-Trp. Alcune colonie sono state trasferite su SD/-Ura/-Trp/-His/Gal/Raf/X-Gal per testare l’attivazione dei geni reporter lacZ e leu, e quindi l’interazione tra PIM-1 e RPS19. 

L’interazione è stata quantificata misurando l’attività della -galattosidasi in soluzione con il kit -galattosidasi assay kit (Pierce Chemical), che utilizza come substrato l’O-nitrofenil -D-galattopiranoside. Colonie di lievito cotrasformate con PIM-1 e RPS19 sono state inoculate in SD/-Ura/-Trp/-His/Gal/Raf e fatte crescere over night. E’ stata misurata la OD600 e 350 (l di ciascuna coltura cellulare sono stati miscelati con 150 (l di yeast protein extraction reagent e con 150 (l di 2X (-galactosidase assay buffer. La reazione è stata incubata a temperatura ambiente fino al momento in cui è stato osservato un cambiamento di colore (da bianco a giallo) ed in seguito bloccata con l’aggiunta di 300 (l di 2X (-galactosidase assay stop solution. Il tempo totale di reazione è stato registrato. I detriti cellulari sono stati centrifugati ed è stato misurato l’OD420 del surnatante. Le unità di (-galattosidasi sono state calcolate attraverso la formula 

U = (1000 x OD420)/(t x v x OD600)

dove v = volume di coltura utilizzata nel saggio in ml, e t = tempo del saggio in minuti. Tutti i saggi sono stati condotti in parallelo con 3 colonie da ciascuna trasformazione.

RISULTATI

Risultati precedenti
Nel nostro laboratorio in passato abbiamo utilizzato la tecnica del doppio ibrido in lievito per identificare interattori di RPS19 che potessero collegare questa proteina ribosomiale a dei pathway coinvolti nell’eritropoiesi e quindi alla patogenesi della malattia. Con lo screening di una library di cDNA ottenuto da fegato fetale umano abbiamo trovato che l’oncoproteina PIM-1 interagisce con RPS19. 

Abbiamo verificato che l’interazione vista nel lievito avvenisse anche in cellule umane con un pull-down in cui una proteina di fusione GST-PIM-1 è stata coniugata a una resina e incubata con un lisato di cellule umane 293T trasfettate con RPS19-FLAG. Con un esperimento di cotrasfezione e immunoprecipitazione abbiamo confermato l’interazione tra PIM-1-HA e RPS19-FLAG anche in vivo in cellule umane in coltura. 

Inoltre, con un saggio chinasico effettuato con le proteine purificate GST-PIM-1 e GST-S19 abbiamo dimostrato che PIM-1 è in grado di fosforilare, almeno in vitro, RPS19.

Conferma dell’interazione in K562
Le cellule K562 hanno derivazione eritroide e sono capaci di emoglobinizzazione se esposte a eritropoietina (Koeffler e Golde, 1980). Perciò, dopo aver dimostrato l’interazione tra PIM-1 e RPS19 in cellule 293T trasfettate, abbiamo ripetuto gli esperimenti di pull-down utilizzando cellule K562 non trasfettate, che costituiscono un modello più vicino ai precursori eritroidi. E’ stato effettuato un pull-down con il lisato di K562 e una resina a cui era legata la proteina GST-S19; le proteine legate all’esca sono state analizzate mediante western blotting con l’anticorpo anti-PIM-1 (Fig. 1A). Allo stesso modo è stato effettuato il pull-down inverso usando la resina GST-PIM-1 e un anticorpo anti-RPS19 (Fig. 1B). Questo ci ha permesso di verificare che il PIM-1 endogeno può legare l’RPS19 ricombinante e che l’RPS19 endogena lega il PIM-1 ricombinante.
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Fig. 1 Pull-down con lisato di cellule K562. A. Western blot -PIM-1. B. Western blot -S19. 1 Lisato da cellule K562; 2 Eluato da resina GST; 3 Eluato da resina GST-S19 (A) o GST-PIM-1 (B).  

I mutanti naturali DBA alterano l’interazione RPS19/PIM-1
Per determinare se le mutazioni riscontrate nei pazienti DBA influenzano il legame di RPS19 con PIM-1 abbiamo analizzato tramite pull-down tre mutazioni missense (R56Q, R62W, R101H) e una inserzione in frame (53_54 insAGA). Il lisato di cellule 293T trasfettate con FLAG-RPS19 wild type o mutata è stato incubato con la resina GST-PIM-1. Il western blotting eseguito sugli eluati (Fig. 2A) mostra che tutti i mutanti di RPS19 considerati legano PIM-1, ma con differente affinità.

[image: image3.png]


  

[image: image4.png]



Fig. 2A Pull-down su lisati di cellule 293T trasfettate con RPS19 wild type o mutanti taggate con FLAG. Dopo incubazione con resina GST-PIM-1 è stato effettuato un western blot con anticorpo anti-FLAG. 

Anche il pull-down inverso, effettuato con un lisato di cellule K562 e le resine GST-RPS19 wild type o mutate (Fig. 2B) rispecchia questo risultato.  
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Fig. 2B Pull-down con lisato di cellule K562 e resine GST-RPS19 wild type o mutanti. Western blot rivelato con anticorpo anti-PIM-1. La presenza di due bande per PIM-1 è stata già riportata da altri autori e spiegata dall’esistenza di un’isoforma citoplasmatica a minor peso molecolare (Wang et al., 2001).

Per valutare meglio queste differenze abbiamo impiegato il saggio della -galattosidasi in lievito che è un saggio semiquantitativo che sfrutta lo stesso principio della tecnica del doppio ibrido. Cellule di lievito sono state cotrasformate con pB42/PIM-1 e pLex/RPS19 wild type o mutata. Il saggio della -galattosidasi è stato usato per determinare differenze nell’attivazione del gene reporter lacZ. Come riportato in Fig. 2C, il mutante R101H lega PIM-1 meno della proteina wild type, mentre i mutanti R56Q e R62W mostrano un aumento dell’interazione. 
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Fig. 2C saggio della -galattosidasi in lievito.

PIM-1 interagisce con i polisomi
Per controllare se PIM-1 e RPS19 interagiscono sui ribosomi abbiamo analizzato il profilo di sedimentazione di estratti citoplasmatici di cellule 293T in collaborazione con il laboratorio diretto dal Prof. Fabrizio Loreni dell’Università Tor Vergata di Roma. Gli estratti sono stati frazionati su un gradiente lineare di saccarosio per separare polisomi, ribosomi liberi e subunità 40S e 60S dal citoplasma. Le frazioni sono state raccolte e sottoposte a western blot con anticorpi anti PIM-1, RPS19 e S6K1 (Fig. 3). S6K1 è una serina treonina chinasi citoplasmatica che fosforila la proteina ribosomiale S6 ed è stato ritrovato solo nella frazione citosolica. La maggior parte di PIM-1 si distribuisce nelle frazioni polisomiali e ribosomiali e questo suggerisce che l’interazione RPS19/PIM-1 possa avvenire sui ribosomi traduzionalmente attivi. 
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Fig. 3 Profilo ribosomiale di cellule 293T separate su gradiente di saccarosio. Le frazioni  sono state raccolte e analizzate mediante western blot.

Ricerca di altri interattori per RPS19
Dopo lo studio svolto su PIM-1, la ricerca di altri interattori di RPS19 che possano far luce sul ruolo di questa proteina nella patogenesi della DBA è proseguita con un’indagine proteomica. Poiché al momento non è disponibile un anticorpo per immunoprecipitare S19 si è scelto di produrre una proteina S19 ricombinante immobilizzata su resina e procedere a un esperimento di pull-down per poi recuperare le proteine legate all’esca e sottoporle all’analisi proteomica mediante spettrometria di massa. Quest’ultima è avvenuta nel laboratorio diretto dalla Prof.ssa Margherita Ruoppolo nel Dipartimento di Biochimica e Biotecnologie Mediche dell’Università Federico II di Napoli. Gli eluati ottenuti da 5 esperimenti indipendenti sono stati uniti a formare un pool e separati con SDS-PAGE. La Fig.4 riporta un’immagine della corsa. Nell’eluato da resina GST-S19 sono visibili varie bande, oltre alla banda corrispondente al distacco della proteina esca e altre imputabili probabilmente a degradazione dell’esca stessa. 

[image: image9.bmp]
Fig. 4 SDS-PAGE di campioni eluiti dalle resine GST e GST-S19 dopo incubazione con un lisato di cellule K562. Colorazione con blu coomassie.
La corsa elettroforetica è stata suddivisa in numerose porzioni in base al peso molecolare e da ognuna le proteine sono state estratte, digerite in peptidi da enzimi e sottoposte ad analisi con uno spettrometro di massa. Le sequenze ottenute parallelamente dai due eluati sono state confrontate con tutte quelle registrate nelle banche dati proteiche e questo ha portato all’identificazione di circa 50 possibili nuovi interattori di S19 (Fig. 5). 
	Proteine Identificate
	MW (kDa)
	n. peptidi
	Score

	proliferating cell nuclear protein p120 (NOL protein 1)  (gi | 12653741)
	96
	9(+3)
	460

	RNA helicase II / Gu protein (DEAD box polypeptide 21)  (gi | 11890755)
	80
	9(+2)
	331

	ATP/dependent RNA helicase (DEAD box polypeptide 54) (gi | 19110894)
	99
	4
	136

	NCL Protein (Nucleolin) (gi | 31455242)
	76
	4
	84

	Dhm1-like protein (5'-3' exoribonuclease 2) (gi | 5881961)
	109
	1
	65

	nuclear factor associated with dsRNA NFAR/2 (gi | 5762315)
	96
	3
	63

	p105MCM (MCM6 minichromosome maintenance deficient 6) (gi | 1197636)
	94
	1
	62

	GPI-anchored protein p137 precursor (gi | 2498733)
	72
	2
	59

	hypothetical protein DKFZp564C186.1 (gi | 7512721)
	86
	2
	56

	DDX27 (DEAD box protein 27) (gi | 32425487)
	87
	1
	49

	RNA helicase A (DEAH box polypeptide 9 isoform 1) (gi | 1082769)
	143
	1
	46

	RNA helicase II / Gu protein (DEAD box polypeptide 21)  (gi | 11890755)
	80
	31
	1102

	DEAD box polypeptide 50 (Nucleaolar protein GU2) (gi | 55664207)
	83
	11
	388

	RNA-helicase like protein (DEAD box polypeptide 27) (gi | 13384106)
	87
	3
	165

	DEAH box polypeptide 15 (gi | 4557517)
	93
	2
	76

	hypothetical protein DKFZp564C186.1 (gi | 7512721)
	86
	2
	57

	Ded protein (Apoptosis antagonizing transcription factor ) (gi | 7594612)
	63
	1
	41

	transcription factor NRF (gi | 37784392)
	78
	2
	40

	HP1-BP74 (gi | 56206911)
	62
	11
	299

	GTP/binding protein NGB (G protein binding CRFG) (gi | 4191616)
	74
	7
	233

	RNA helicase (DEAD box polypeptide 18) (gi | 1498229)
	75
	6
	227

	signal recognition particle 72 (gi | 3335650)
	75
	4
	182

	RNA helicase II / Gu protein (DEAD box polypeptide 21)  (gi | 11890755)
	80
	4
	148

	hypothetical protein FLJ14075 (gi | 13430872)
	75
	3
	104

	p85Mcm protein (MCM7 minichromosome maintenance deficient 7) (gi | 755746)
	70
	2
	85

	dead box , X isoform (DEAD box polypeptide 3) (gi | 2580552)
	73
	2
	73

	signal recognition particle 68 (gi | 6690741)
	73
	2(+1)
	71

	hypothetical protein (hypothetical protein DKFZp564K112.1) (HDCMA18P) (gi | 4884249)
	33
	2
	71

	polyA binding protein (gi | 11610605)
	70
	1
	56

	DEAD box protein abstrakt (gi | 6118555)
	70
	1
	45

	Zinc finger CCCH type, antiviral 1 (gi | 51094795)
	70
	1
	45

	TLS protein (TBP-associated factor 15) (gi | 448295)
	60
	1
	42

	PBK1 protein (gi | 3668141)
	58
	15 (+3)
	662

	deaD (inducible ATP-independent RNA helicase) (gi | 145727)
	64
	10(+2)
	345

	Koc1 (IGF-II mRNA-binding protein 3) (gi | 4098297)
	64
	5
	236

	IGF-II mRNA-binding protein 1 (gi | 4191608)
	64
	2
	114

	heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R (gi | 12655185)
	71
	2
	74

	Pescadillo homolog 1 containing BRCT domain (gi | 21619576)
	68
	2
	70

	DDX17 protein (gi | 12653635)
	73
	2
	57

	growth regulated nuclear 68 protein (DEAD box polypeptide 5) (gi | 226021)
	67
	1
	51

	hNop56 (gi |2230878)
	67
	2
	46

	Staufen protein (gi | 4335953)
	55
	4(+1)
	110

	Cbf5p homolog (dyskerin) (gi | 2737894)
	58
	4(+1)
	81

	Nitric oxide synthase trafficking (gi | 15559668)
	49
	2
	54

	ribosomal protein L3 (gi | 337580)
	45
	2
	59

	heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (gi | 15990432)
	46
	1
	48

	heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G (gi | 542850)
	47
	1
	42

	heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C isoform b (gi | 4758544)
	29
	2
	55

	ribosomal protein S2 (gi | 23491733)
	24
	2
	42

	histone H1b (gi | 356168)
	22
	2(+2)
	82

	DKFZP547E1010 protein (gi | 56205589)
	26
	1
	69


Fig. 5 Elenco dei possibili interattori di RPS19 emersi dall’analisi dei dati ottenuti dall’esperimento di pull-down associato a spettrometria di massa.

DISCUSSIONE
L’Anemia di Diamond Blackfan è una aplasia congenita della linea eritroide dovuta all’incapacità dei progenitori dei globuli rossi a differenziare, mentre la maturazione delle altre linee emopoietiche appare normale. La DBA è una sindrome rara ma importante in ematologia come modello di disordine genetico intrinseco dei progenitori eritroidi. I meccanismi patogenetici della DBA non sono chiari. Il 25% dei pazienti presenta mutazioni nel gene che codifica per RPS19, ma non è noto il nesso tra questa proteina ribosomiale e l’eritropoiesi. Si ipotizza che alla base della malattia ci siano un difetto generico della sintesi proteica o l’alterazione di una seconda funzione, ancora sconosciuta, di RPS19. 

In passato nel nostro laboratorio è stata utilizzata la tecnica del doppio ibrido in lievito per cercare degli interattori che potessero collegare RPS19 a vie di trasduzione del segnale coinvolte nell’eritropoiesi. E’ emerso che la serina-treonina chinasi PIM-1 interagisce con RPS19 sia in lievito, sia in cellule umane in coltura, e che questa interazione porta alla fosforilazione di RPS19, almeno in vitro. 

L’espressione di PIM-1 può essere indotta nei tessuti emopoietici in risposta al segnale di citochine come l’eritropoietina (EPO). La stimolazione dei recettori dell’EPO provoca l’attivazione delle tirosin-chinasi JAK, le quali agiscono sui membri della famiglia di STAT (trasduttori del segnale e attivatori della trascrizione), e fanno in modo che dimerizzino, translochino nel nucleo e inducano l’espressione di geni specifici. Si pensa che PIM-1 giochi un ruolo significativo nella trasduzione dei segnali mitogenici indotti dalle citochine, ma anche nell’apoptosi e nella regolazione del ciclo cellulare.

Il coinvolgimento di PIM-1 nell’eritropoiesi è anche suggerito dall’osservazione che i topi PIM-1-/- hanno un volume globulare medio degli eritrociti più basso del normale, mentre i topi che iperesprimono PIM-1 mostrano macrocitosi.

Nell’ultimo anno ci siamo focalizzati sull’ulteriore cartatterizzazione dell’interazione RPS19/PIM-1 e sull’eventuale ruolo svolto nella patogenesi della DBA. A questo scopo è stato effettuato un doppio saggio di pull-down con cellule K562, che sono un modello di studio simile ai progenitori eritroidi, per dimostrare l’interazione delle proteine ricombinanti GST-PIM-1 e GST-S19 con le proteine endogene.

Inoltre con un esperimento di frazionamento cellulare abbiamo visto che PIM-1 sedimenta con i ribosomi e i polisomi, e questo suggerisce che l’interazione tra RPS19 e PIM-1 potrebbe avvenire in corrispondenza dei ribosomi su cui è attivo il processo di traduzione. I nostri dati tuttavia non escludono che l’interazione avvenga anche nel nucleo, dove entrambe le proteine possono localizzarsi.

Il ruolo di PIM-1 nella patogenesi della DBA è stato studiato valutando se l’interazione RPS19/PIM-1 fosse alterata nei mutanti naturali di RPS19. Sono stati utilizzati sia la tecnica del pull-down, sia il saggio semiquantitativo della -galattosidasi in lievito. Tutti i mutanti considerati conservano la capacità di legare PIM-1, ma l’affinità di legame è variabile: i mutanti R56Q e R62W hanno mostrato un’interazione più forte, mentre il mutante R101H presenta una riduzione del legame. Non sappiamo se la causa di questa differenza sia imputabile ad alterazioni del folding o della localizzazione cellulare delle proteine mutate. Comunque sia la ridotta o aumentata affinità di legame potrebbe essere alla base di un’alterata regolazione delle numerose funzioni biologiche di PIM-1, ad esempio modulando la proporzione di PIM-1 citoplasmatico o legato ai ribosomi.

Per quanto concerne la patogenesi della DBA, i dati a disposizione non consentono di discriminare tra le due ipotesi che considerano la malattia come conseguenza o di un difetto nella biogenesi dei ribosomi, oppure della perdita di una funzione extraribosomiale (o comunque non puramente strutturale) di RPS19. E’ verosimile che entrambi i meccanismi siano coinvolti e cooperino nell’indurre il difetto eritroide. 

Per studiare meglio le funzioni di RPS19 e il suo legame con l’eritropoiesi abbiamo ricercato altri interattori di RPS19 associando a un esperimento di pull-down la spettrometria di massa. Con questo metodo sono stati finora individuati circa 50 possibili interattori di RPS19. Per la maggior parte si tratta di proteine presenti nel nucleolo; poichè S19 è una proteina ribosomiale e le subunità del ribosoma vengono assemblate nei nucleoli, è verosimile che molte delle associazioni riscontrate non siano implicate nella patogenesi della DBA. E’ anche possibile però che proprio le interazioni di RPS19 nel nucleolo rivestano un’importanza fondamentale, come suggerito da un recente studio in lievito, in cui il silenziamento di RPS19 impedisce la corretta maturazione dell’RNA ribosomiale e quindi l’assemblamento dei ribosomi e la sintesi proteica (Léger-Silvestre et al., in press).
PROSPETTIVE FUTURE

In futuro ci proponiamo di approfondire ancora il ruolo di PIM-1 nella DBA studiando un mutante di PIM-1 difettivo della capacità chinasica. Questo ci aiuterà a capire se la localizzazione di PIM-1 sui ribosomi e l’interazione con RPS19 che abbiamo osservato sono una conseguenza della sua attività di fosforilazione.

Inoltre vorremmo mappare il sito di interazione e di fosforilazione di PIM-1 su RPS19.

Per quanto riguarda gli interattori di RPS19 identificati con la spettrometria di massa, per le proteine più interessanti sarebbe utile confermare i dati ottenuti con dei western blot con anticorpi specifici, in quanto sussiste sempre un certo margine di errore nell’identificazione di peptidi quando la loro abbondanza nel campione non è alta. 

L’esperimento di pull-down è stato ripetuto  anche con tre mutanti missense di RPS19: V15F, R62W e R101H, nella speranza di rivelare delle differenze di interazione tra la proteina wild type e le mutate. Al momento è in corso l’analisi spettrometrica. 

Un’altra proteina ribosomiale, RPL13a, è in grado di legare uno specifico RNA messaggero e silenziarne la traduzione; ipotizzando una funzione analoga per S19 abbiamo allestito un esperimento di pull-down con resina GST-S19 per ottenere un eluato contenente eventuali RNA interattori di RPS19. Risultati preliminari dimostrano che nell’eluato dalla resina GST-S19, ma non dalla GST, si trova l’mRNA dell’IGF2, che può essere legato da due degli interattori rilevati con la spettrometria di massa, IMP-1 e IMP-3. L’analisi approfondita  degli RNA eluiti dalle resine verrà effettuata con microarray e confermata per i geni più interessanti con RT-PCR quantitativa. A seconda dei risultati ottenuti potremo decidere di proseguire con l’analisi dei mutanti naturali di RPS19. 

Recenti dati dimostrano che il difetto di RPS19 blocca la maturazione degli RNA ribosomiali in lievito. Sarà interessante studiare se lo stesso fenomeno si ritrova nelle cellule umane e come si comportano i mutanti di RPS19. Per approfondire il ruolo di RPS19 nella biogenesi dei ribosomi potremo infine effettuare una RT-PCR con primer specifici per gli rRNA dopo pull-down con le resine GST-RPS19 wild type e mutanti.
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